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(ARs) that are coupled with different types of G-proteins. Stimulation of α1- and β-ARs activates the Ca2+- and 
cAMP-signaling pathways, respectively, what affects a whole series of reactions in the cell, including glucose 
metabolism. The role of individual either Ca2+- or cAMP-signaling pathway in the regulation of glucose metabolism 
in astrocytes has not been fully studied yet. The purpose of the thesis was to determine the contribution of 
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agonists, phenylephrine (PE) and isoprenaline (Iso), respectively. Using Laconic, a genetically encoded FRET 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
AC      adenilat ciklaza   
ANLSH  hipoteza o astrocitno-nevronski laktatni poti (hipoteza ANLSH, ang. astrocyte-
neuron-lactate shuttle hypothesis)       
AR    adrenergični receptorji                      
ATP    adenozin trifosfat                                                                  
AQP4   vodni kanal akvaporin 4 (ang. Aquaporin-4)         
BBB   krvno-možganska pregrada (ang. Blood-brain barrier) 
Ca
2+   
kalcij 
cAMP   ciklični adenozin monofosfat 
CŽS   centralni živčni sistem 
CFP   modrozelen fluorescenčni protein (ang. Cyan fluorescent protein) 
DAB       1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol 
EDTA   etilen diamino-tetraocetna kislina (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid) 
ER    endoplazemski retikulum 
FBS    fetusni serum goveda (ang. Fetal bovine serum ) 
FRET  prenos energije s Försterjevo resonanco ali prenos energije z resonanco 
fluorescence (ang. Förster resonance energy transfer) 
GABA    γ-aminomaslena kislina 
GFP   zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
GGBP   glukozno-galaktozni vezavni protein (ang. Glucose-glactose binding protein) 
GLT1   glutamatni transporter 
GLUT   glukozni transporter (ang. Glucose transporter) 
GPCR   z G-proteinom sklopljeni receptor (ang. G-protein-coupled receptor) 
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GS   glutamin sintetaza 
IP3  inozitol trifosfat 
Iso   izoprenalin 
LB   Luria-Bertani  
LC   locus coeruleus 
LIdr  vezavni protein iz E. Coli 
LDH  laktat dehidrogenaza 
MCT   monokarboksilatni transportet (ang. monocarboxylate transporter) 
mTFP  monomerni modrozeleni fluorescenčni protein (ang. monomeric teal ¸    
            fluorescent protein) 
NA  noradrenalin 
PAP  perisinaptični astrocitni procesus (ang. perisynaptic astrocytic process) 
PE   fenilefrin 
PKA  protein kinaza A 
PLC  fosfolipaza C 
PLL   poli-L-lizin 
S100B  vezavni protein za kalcij S100 B  
Venus  izboljšana verzija YFP 
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Zaradi svojih številnih vlog astrociti prispevajo k zdravju in normalnemu funkcioniranju 
centralnega živčnega sistema (CŽS). Prav zaradi tega so tudi vpleteni v nastanek in 
napredovanje številnih nevrodegenerativnih obolenj (Phatanani in Maniatis, 2015). Npr. 
reaktivni astrociti podtipa A1 so vključeni v vnetje in bolezni CŽS, kot so amiotrofična 
lateralna skleroza, multipla skleroza, Alzheimerjeva, Parkinsonova in Hungtingtonova 
bolezen. Ko pride do vnetja, celice mikroglije izločajo citokine, interlevkine, tumor nekrotični 
faktor in inducirajo spremembo astrocitov A1, ki izgubijo sposobnost fagocitoze, 
sinaptogeneze, spodbujanja preživetja in rasti nevronov (Lidellow in sod., 2017). Ali so 
nevrodegenerativna obolenja samo posledica izgube homeostatskih funkcij astrocitov ali tudi 
pridobivanja toksičnih, je še odprto vprašanje (Phatanani in  Maniatis, 2015). Razumevanje 
fiziologije astrocitov v smislu natančnega poznavanja metaboličnih procesov, signalizacije in 
komunikacije z ostalimi celicami CŽS je ključnega pomena za razumevanje in zdravljenje 
nevrodegenerativnih obolenj.  
Astrociti so električno nevzdražene celice CŽS, ki so s svojimi številnimi izrastki hkrati v 
stiku s krvnimi žilami in sosednjimi celicami. Tako lahko privzemajo hranila, kot je glukoza 
iz krvi in jo posredujejo sosednjim celicam (npr. nevronom). Po aktivaciji astrocitnih 
adrenergičnih receptorjev (AR) pride do spremembe v koncentraciji sekundarnih 
sporočevalcev, kot sta kalcij (Ca
2+
) in ciklični adenozin monofosfat (cAMP; t.i. citoplazemska 
vzdraženost), kar vpliva na številne dogodke v celici, kakor tudi metabolične procese (Slika 1 
in 2; Zorec in sod., 2015). Astrociti večino privzete glukoze sprva skladiščijo v glikogenu 
(Barros, 2013). Številne študije kažejo, da astrociti ob povišanih potrebah energije v 
možganih (povečana aktivnost nevronov) razgrajujejo glikogen in sproščeno glukozo v 
procesu aerobne glikolize pretvorijo v laktat, ki ga nevroni porabijo kot vir energije. Čeprav je 
dolgo časa veljalo, da je laktat samo stranski produkt metabolizma glukoze, se danes vse bolj 
raziskuje njegov pomen v CŽS. Je zelo pomembna signalna molekula, ki vzdržuje ravnovesje 
CŽS (zagotavlja energetske potrebe nevronov, regulira njihovo ekscitabilnost, plastičnost in 
tvorbo spomina) (Magistretti in Allaman, 2018). 
1.1 NAMEN DELA 
Namen dela je bil raziskati posamezni vpliv Ca
2+
- ali cAMP-signalne poti na presnovo 
glukoze v astrocitu. Za to smo uporabili tehniko prenosa energije z resonanco fluorescence 
(FRET; ang. Förster resonance energy transfer). Za meritve znotrajcelične koncentracije L-
laktata v posamezni celici smo uporabili genetsko kodirajoči FRET-nanosenzor Laconic in za 
meritve D-glukoze genetsko kodirajoči FRET-nanosenzor FLII12PGLU-700μ6. Prvi del 
raziskave se je nanašal na meritve L-laktata s FRET-nanosenzorjem Laconic. Znano je, da 
aktivacija AR z noradrenalinom (NA) na površini astrocitov vodi v razgradnjo glikogena, 
aerobno glikolizo in nastanek L-laktata (Prebil in sod., 2011; Vardjan in sod., 2018), vendar 
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cAMP-signalne poti, pri uravnavanju aerobne glikolize in nastanka L-laktata v astrocitih slabo 
raziskana. Zaradi tega smo v naši raziskavi uporabili selektivne agoniste AR, fenilefrin (PE) 
in izoprenalin (Iso), ki selektivno aktivirata bodisi α1- ali ß-AR, torej Ca
2+
 ali cAMP-signalno 
pot. Z izpostavljanjem celic obema agonistoma hkrati smo preverjali, ali obstaja sinergijski 
učinek obeh poti pri nastanku L-laktata v astrocitih v kulturi. Preverili smo tudi, kako 
inhibicija glikogenolize vpliva na znotrajcelično koncentracijo L-laktata v astrocitih po 
sočasni aktivaciji α1- in β-AR.  
V nadaljevanju smo uporabili nanosenzor za D-glukozo FLII12PGLU-700μ6. Znano je, da 
aktivacija ß-AR zviša raven D-glukoze (Catus in sod.,2011). Zanimalo nas je, kako 
stimulacija α1-AR s PE, ki zviša raven Ca
2+
 v celici, vpliva na citosolno koncentracijo proste 
nefosforilirane D-glukoze v astrocitih v prisotnosti ali odsotnosti inhibitorja glikogenolize 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
1. Aktivacija α1-AR in s tem Ca2+-signalne poti s selektivnim agonistom fenilefrinom 
vpliva na koncentracijo L-laktata v astrocitih. 
2. Aktivacija β-AR in s tem cAMP-signalne poti s selektivnim agonistom izoprenalinom 
vpliva na koncentracijo L-laktata v astrocitih. 
3. Sočasna aktivacija α1-AR in ß-AR (Ca2+- in cAMP-signalne poti) s fenilefrinom in 
izoprenalinom sinergijsko vpliva na koncentracijo L-laktata v astrocitih.  
4. Inhibicija glikogenolize z inhibitorjem DAB vpliva na znotrajcelično koncentracijo L-
laktata po istočasni aktivaciji α1-AR in β-AR. 
5. Aktivacija α1-AR in s tem Ca2+ -signalne poti s selektivnim agonistom fenilefrinom 
vpliva na koncentracijo D-glukoze v astrocitih.  
6. Inhibicija glikogenolize z inhibitorjem DAB vpliva na citosolno koncentracijo D-
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 CELICE GLIJE 
Možgani so sestavljeni iz nevronskih in nenevronskih (glija) celic. Celice, ki hitro prenašajo 
električne signale v obliki akcijskih potencialov, so nevroni. Ostale celice sodijo v skupino 
glija (Allen in Barres, 2009). Celice glije so prvič opisali nevroznanstveniki Rudolf Virchow, 
Santiago Ramón y Cajal in Pío del Río-Hortega v 19. stoletju (Jäkel in Dimou, 2017). V tem 
času so verjeli, da so celice glije vezivo v možganih, ki zagotavlja le fizično podporo 
nevronom ter da so 10-krat številčnejše od nevronov. Danes vemo, da jih je približno enako 
ali celo manj kot nevronov. S časom pa so odkrili tudi številne nove vloge celic glije, ki so 
ključnega pomena za normalno delovanje CŽS (von Bartheld in sod., 2016). Celice glije 
razdelimo v 4 glavne podskupine: mikroglija, astrociti, oligodendrociti in NG2-glia (Jäkel in 
Dimou, 2017).  
Mikroglija so celice mezodermalnega izvora, ki pri fizioloških pogojih delujejo kot izjemni 
senzorji sprememb v mikrookolju. Zaznavajo poškodbe, okužbe in se odzivajo z migracijo, 
proliferacijo, fagocitozo ali produkcijo citokina ali nevrotrofina, da bi zagotovili homeostazo 
mikrookolja (Pocock in Piers, 2018). Oligodendrociti so celice ektodermalnega izvora, ki s 
svojimi izrastki tvorijo mielinske ovojnice okrog aksonov v CŽS, kar pomeni, da pomagajo 
pri hitrejšemu prenosu električnega signala od nevronov do njihovih tarč (Dulamea, 2017; 
Allen in Barres, 2009). Celice NG2-glija se lahko diferencirajo v različne celične tipe 
(oligodendrocite, astrocite, pericite, nevrone), z nevroni tvorijo sinapse ter prispevajo k 
plastičnosti možganov (Dimou in Gallo, 2015; Eugenin-von Bernhardi in Dimou, 2016). 
Astrociti so celice ektodermalnega izvora (Purves, 2012). Lahko rečemo, da so 
multifunkcionalne celice CŽS, kar je razlog, da je vse več raziskav usmerjenih k astrocitom.   
2.2 ASTROCITI 
Astrocite lahko razdelimo na protoplazemske in fibrozne. Takšna razdelitev je narejena na 
podlagi anatomske lokacije in celične morfologije (Sofroniew in Vinters, 2010). 
Protoplazemski astrociti se nahajajo v sivini in imajo kratke zelo razvejane izrastke (grmičast 
izgled), fibrozni astrociti imajo daljše manj razvejane izrastke in jih najdemo v belini 
(Bayraktar in sod. 2015). Fibrozni astrociti so s svojimi izrastki  v kontaktu z Ranvierjevimi 
zažemki in protoplazemski s perisinaptičnimi procesusi (PAP, ang. perisynaptic astrocytic 
processes) ovijajo sinapse ter s specializiraimi izrastki (t.i. »endfeet«) prekrivajo some celic in 
krvne žile (Allen in Eroglu, 2017). 
Astrociti imajo različne lastnosti v različnih možganskih področjih in v različnih obdobjih 
razvoja (Allen in Eroglu, 2017). Torej so zelo heterogena skupina celic in za njihovo 
identifikacijo uporabljamo več molekulskih označevalcev, kot so GFAP (glijalni fibrilarni 
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kisli protein), GLT-1 (glutamatni transporter), protein S100B (vezavni protein za kalcij S100 
B), AQP4 (vodni kanal akvaporin 4), GS (glutamin sintetaza) ter AlDHL1 (aldehid 
dehidrogenaza) (Yang in sod., 2012; Wang and Bordey, 2008). Slednji je tudi prognostični 
marker pri bolnikih, ki bolehajo za glioblastomom, najpogostejšim rakavim obolenjem 
možganov (Adam in sod., 2012). 
2.2.1 Vloge astrocitov 
Astrociti v CŽS delujejo kot podpora nevronom, vendar pa to ni njihova edina vloga. V CŽS 
imajo številne vloge in so zaradi tega zelo pomembne celice v fizioloških in patoloških 
stanjih. So del tripartitne sinapse (Araque in sod., 1999). Zaradi dinamičnih interakcij s 
sinapsami uravnavajo plastičnost in delovanje možganov (Allen, 2017). Astrocitni izrastki so 
zelo morfološko plastični (dinamični), njihova plastičnost pa je uravnavana z nevronsko 
aktivnostjo preko metabotropnih glutamatnih receptorjev na površini astrocitov (Bernardinelli 
in sod., 2014). Astrociti tudi sodelujejo pri tvorbi spomina in razvoju živčevja (Zorec in sod. 
2015). En podganji astrocit lahko sodeluje v več kot 140.000 sinapsah, človeški pa več kot 2 
milijona (Bushong in sod., 2002.; Oberheim in sod., 2006). 
Nevronska aktivnost povzroči povečan pretok krvi v možganih. Čeprav mehanizem ni 
popolno pojasnjen, verjetno nevrotransmiterji izzovejo zvišanje Ca
2+
 v astrocitih, kar povzroči 
izločanje vazoaktivnih metabolitov arahidonske kisline (npr. prostaglandin E2 je 
vazodilatator). Razen preko vazoaktivnih snovi astrociti vplivajo na pretok krvi v žilah tudi 
preko K
+
 ionov in odvisno od koncentracije kisika (MacVicar in Newman, 2015). 
S svojimi številnimi kanali (npr. K
+
 kanali, hemikanali) vzdržujejo ionsko ravnovesje ter tako 
uravnavajo sinaptični prenos (Olsen in sod., 2015). Predvsem je pomembno odstranjevanje 
ionov K
+
 iz zunajcelične tekočine, ker se s tem prepreči hiperekscitacija (Wang in Bordey, 
2008). Preko akvaporinov (AQP4), razporejenih na izrastkih, ki prekrivajo žile, uravnavajo 
pretok vode v možganih (Sofroniew in Vinters 2010). 
Astrociti odstranjujejo glutamat iz sinaptične špranje in tako preprečujejo ekscitotoksičnost 
(ang. excitotoxicity) (Magistretti in Allaman, 2018). Privzamejo ga preko glutamatnih 
transporterjev in ga pretvorijo v glutamin. Nastali glutamin sproščajo tako, da je spet na voljo 
nevronom za izgradnjo glutamata (Simard in Nedergaard, 2004). 
Pomembno vlogo imajo tudi pri vzdrževanju krvno-možganske pregrade (BBB, ang. blood 
brain barrier). BBB je sestavljena iz endotelija, pericitov in astrocitov. Astrociti pomagajo pri 
tvorbi tesnih stikov med celicami v BBB in tako kontrolirajo prehod snovi iz krvi v možgane 
(Cabezas in sod., 2014). 
Za astrocite pravimo, da so citoplazemsko vzdražne celice, kar pomeni, da vezava agonistov 
na receptorje vodi do porasta znotrajceličnih sporočevalcev, kot sta Ca
2+
 in cAMP (Zorec in 
sod., 2015). Posledica tega so različni dogodki v celici, kot so spremembe v celičnem 
metabolizmu, prepisovanje genov, izražanje antigen predstavitvnenih molekul na površini 
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celice, spremembe morfologije celice (Horvat in sod., 2016). Citoplazemska vzdraženost s 
Ca
2+ 
je prehodna in hitrejša (periodične oscilacije) od citoplazemske vzdraženosti s cAMP, ki 
je perzistentna in do 4-krat počasnejša brez oscilacij (Horvat in sod., 2016).  
Morfološke spremembe astrocitov, ki so lahko posledica adrenergične stimulacije, imajo vpliv 
na tvorbo spomina (Zorec in sod., 2015) ali na različna patološka stanja, kot sta možganski 
edem ali Alzheimerjeva bolezen (Vardjan in Zorec, 2017). Npr. stimulacija β-AR povzroči 
povišanje cAMP in stelacijo astrocitov (Vardjan in sod., 2014). 
Med nevronsko aktivnostjo v sinapsah nevroni sproščajo nevrotransmiterje. Ti (med drugim) 
delujejo tudi na astrocite. Ko se nevrotransmiter veže na z G-proteinom sklopljen receptor 
(GPCR, ang. G-protein coupled receptors) pride do spremembe v koncentraciji sekundarnih 
sporočevalcev (Ca
2+
, cAMP), kar lahko povzroči sproščanje gliatransmiterjev (glutamat, ATP, 
nevropeptidi) (Vardjan in Zorec, 2015). Za sproščanje takšnih signalnih molekul obstaja več 
mehanizmov npr. difuzija čez membranske kanale, translokacija preko transporterjev ali 
vezikularna eksocitoza (Vardjan in Zorec, 2015). Na ta način celice med seboj komunicirajo, 
vendar se signali med astrociti prenašajo približno 100-krat počasnejše kot med nevroni 
(Kreft in sod., 2004). 
Astrociti komunicirajo tudi preko presledkovnih stikov, ki omogočajo, da so citoplazme 
sosednjih celic povezane. Dva hemikanala, ki sta zgrajena iz proteinov koneksonov, tvorita 
presledkovni stik (Eugenin in sod., 2012). Tako astrociti tvorijo funkcionalni sincicij 
(Verkhratsky, 2009; Bennett in sod., 2013). Na prehodnost presledkovnih stikov s snovmi 
med drugim vpliva adrenergična stimulacija (direktno ali indirektno) (Vardjan in Zorec, 
2017). Direkten (neposreden) vpliv  vključuje aktivacijo poti, ki jih regulirajo sekundarni 
sporočevalci ter vpliv na genetske mehanizme (transkripcije, translacije, postranslacijske 
modifikacije), ki vodijo v spremembo koneksona (njihovo odprtost) (Vardjan in Zorec, 2017). 
Indirekten (posreden) vpliv  pomeni spremembo difuzijskega širjenja signala med celicami 
zaradi spremembe v  koncentraciji metabolitov, energetsko bogatih molekul in sekundarnih 
sporočevalcev (Vardjan in Zorec, 2017).  
2.2.2 Transporterji in receptorji  
Astrociti izražajo številne transporterje in receptorje. So potencialno sposobni izraziti vse 
receptorje, ki se nahajajo na nevronih (Verkhratsky, 2009).  
2.2.2.1 Glukozni transporterji 
Glukoza zaradi velikosti in polarnosti ne prehaja prosto skozi biološke membrane, ampak 
preko različnih transporterjev iz družine GLUT (Mueckler in Thorens, 2013). Danes je znanih 
14 vrst transporterjev GLUT. Ker je pretok glukoze pomemben za normalno delovanje 
organizma, je to verjetno razlog za številčnost teh transportnih proteinov, ki imajo različno 
kinetiko in regulatorne lastnosti (Mueckler in Thorens, 2013). Glukoza je tudi prekurzor za 
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nastanek glutamata, ki ne prehaja BBB in vedno nastaja de novo v možganih, kar je odvisno 
od prenosa glukoze in energetskega metabolizma astrocitov (Hertz and Dienel, 2002; Hertz, 
2006; Kreft in sod.,  2012). 
GLUT1 je izražen v astrocitih in celicah, ki izgrajujejo BBB (endotelij žil), ter je najbolj 
značilen za privzem glukoze iz krvnega obtoka v možgane skozi BBB (Serlin in sod., 2015). 
Ima visoko afiniteto za glukozo, ampak prenaša tudi manozo, galaktozo, glukozamin ali 
reducirani askorbat (Mueckler in Thorens, 2013). 
Poleg GLUT1 lahko na membrani astrocitov najdemo tudi GLUT2 in GLUT3 (Kreft in sod., 
2012). GLUT2 ima karakteristično nizko afiniteto za glukozo (Km 17 mM) za razliko od 
GLUT1 (Km 3 mM) (Mueckler in Thorens,  2013; Barron in sod., 2016). Lahko prenaša tudi 
galaktozo, manozo in fruktozo s še nižjo afiniteto (Mueckler in Thorens,  2013). Visoko 
afiniteto pa ima za glukozamin (Km  0,8 mM) (Uldry in sod., 2002). Na membranah astrocitov 
se nahaja tudi GLUT4, ki je v adipocitih in mišičnih celicah od inzulina odvisen in v astrocitih 
od inzulina neodvisen transporter (Muhič in sod., 2015). GLUT1, GLUT2 in GLUT3 so od 
inzulina neodvisni transporterji (Heni in sod., 2011). 
Nevroni glukozo privzemajo transcelularno preko astrocitov ali direktno preko nevronskega 
transporterja GLUT3 (Kreft in sod., 2012).  
2.2.2.2 Monokarboksilatni transporterji (MCT) 
Monokarboksilati, kot so laktat, piruvat ali ketonska telesa acetoacetat in beta-hidroksibutirat, 
lahko prehajajo plazmalemo skozi MCT (ang. monocarboxylate transporters) (Halestrap, 
2012). Prehajanje laktata iz astrocitov v nevrone je zelo pomembno za energetski 
metabolizem v možganih (Machler in sod., 2016). Številne študije so pokazale, da je laktat 
preferenčni in ne alternativni izvor energije nevronov (Magistretti in Allaman, 2018). V MCT 
skupino sodi 14 transporterjev, ki imajo homologne sekvence motivov. Izoforme MCT1-4 so 
vezane na protonski kotransport (Vijay in Morris, 2014). Razlikujejo se glede na kinetične 
lastnosti in lokalizacijo. V astrocitih največkrat najdemo MCT1 in MCT4, v nevronih pa 
MCT2 (Pierre in Pellerin, 2005). 
2.2.2.3 Laktatni receptorji 
GPR81 (HCA1) je z G-proteinom sklopljen laktatni receptor. Razen v adipocitih se nahaja 
tudi v možganih (najbolj v ekscitatornih sinapsah v hipokampusu in korteksu) (Lauritzen in 
sod., 2014). Koncentracija zunajceličnega laktata pri fizioloških pogojih v zunajceličnem 
prostoru CŽS znaša manj kot ~1,5 mM (od nekaj μM do 2 mM) in receptor se aktivira pri 
koncentraciji ~2,5 mM, kar nam kaže na njegovo vlogo pri patoloških pogojih in ob športni 
aktivnosti, ko se koncentracija laktata zviša (>4 mM) (Monsienko in sod., 2015; Riske in sod., 
2017). Opisana je tudi njegova vloga pri razvoju odpornosti na kemoterapijo pri cervikalnih 
rakavih celic, kjer njegova aktivacija pospeši popravljalne mehanizme DNA, kar vpliva na 
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preživetje, rast in delitev celic (Wagner in sod., 2017). V adipocitih vezava laktata na receptor 
povzroči zmanjšanje koncentracije cAMP (Lauritzen in sod., 2014). Lauritzen in sod. so leta 
2014 predlagali enak mehanizem tudi v astrocitih. Nasprotno s tem so Vardjan in sod. (2018) 
pokazali, da laktat aktivira adenilat ciklazo, zviša cAMP in pospeši aerobno glikolizo 
(pozitivna povratna zanka). Selektivni agonisti teh receptorjev zvišajo cAMP tudi pri 
astrocitih brez tega receptorja, kar nam kaže, da je mehanizem v bistvu neodvisen od GPR81 
oz. da agonisti GPR81 aktivirajo še neznani receptorski mehanizem (Vardjan in sod., 2018). 
2.2.2.4 Adrenergični receptorji 
Locus coeruleus (LC) je jedro v možganskem deblu, sestavljeno iz pigmentiranih nevronov, 
ki izločajo nevrotransmiter NA. Niso številni, ampak s svojimi aksoni oživčujejo skoraj vse 
dele možganov in hrbtenjačo. Sam LC je zelo vaskulariziran, kar nam kaže na izjemne 
metabolne zahteve tega področja in tudi na večjo izpostavljenost toksičnim snovem, kar lahko 
vodi v razvoj nevrodegenerativnih obolenj (Vardjan in Zorec, 2017). 
NA se veže na AR, ki so na nevronih, mikrogliji in astrocitih (Vardjan in Zorec, 2017), 
vendar vse več študij kaže, da so astrociti glavna tarča noradrenergične aktivacije iz LC 
(Bekar in sod., 2008). Noradrenergična aktivacija lahko vpliva na plastičnost celic, energetsko 
presnovo, membranski transport, premeabilnost presledkovnih stikov in imunološki odgovor 
(Hertz in sod., 2004). 
Obstajata α- in β-AR, ki se delita na podtipe α1, α2 in β1, β2, β3. α1-AR so sklopljeni z Gq 





-signalnih poti (Slika 1). α2-AR so sklopljeni z Gi proteini, ki inhibirajo encim adenilat 
ciklazo in s tem nastanek cAMP. β-AR pa so sklopljeni z Gs-proteini, ki aktivirajo adenilat 
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Slika 1: Shematski prikaz aktivacije Ca
2+
-signalne poti po stimulaciji α1-AR. Ko se fenilefrin (PE) veže na 
α1-AR, pride do konformacijske spremembe receptorja, kar aktivira G-protein. Aktivirani (konformacijsko 
spremenjeni) G-protein deluje na fosfolipazo C (PLC) kar vodi do nastanka sekundarnih sporočevalcev 
diacilglicerola (DAG; ni prikazano na sliki) ter inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3). IP3 se veže na svoje receptorje 
(receptor IP3) v endoplazemskem retikulumu (ER), kar povzroči odpiranje kalcijevih kanalov in vdor kalcija 
(Ca
2+
)  v citosol. 
 
Slika 2: Shematski prikaz aktivacije cAMP signalne poti po stimulaciji β-AR. Po vezavi izoprenalina (Iso) 
na β-AR pride do konformacijske spremembe receptorja ter posledično G-proteina, kar privede do aktivacije 
encima adenilat ciklaze (AC). AC katalizira pretvorbo ATP-ja v cAMP, ki aktivira protein kinazo A (PKA). 
PKA s kaskado fosforilacijskih reakcij vpliva na številne dogodke v celici. 
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NA se istočasno veže na oba tipa receptorjev, kar povzroči spremembo v koncentraciji 
sekundarnih sporočevalcev Ca
2+
 in cAMP ter povzroči celoten niz reakcij v celici (Horvat in 
sod., 2016). Na metabolni ravni govorimo o razgradnji glikogena, pospeševanju aerobne 
glikolize in nastanka L-laktata v astrocitih (Prebil in sod., 2011; Vardjan in sod., 2018). 
2.3 ENERGETSKI METABOLIZEM 
Astrociti ključno prispevajo k energetskemu metabolizmu v možganih. Preko GLUT1 
transporterja prevzemajo glukozo iz krvi. Heksokinaza fosforilira glukozo do glukoza-6-
fosfata (Glu-6-P) (Slika 3). Glu-6-P vstopi nato v različne metabolne poti: glikolizo, ki preko 
piruvata vodi bodisi v nastanek laktata ali v oksidativno razgradnjo piruvata v Krebsovem 
ciklu v  mitohondrijih, PPP (pentoza fosfatno pot) ali glikogenezo (Belanger in sod., 2011). 
Za astrocite je karakteristična izoforma encima LDH5, ki kljub prisotnosti kisika favorizira 
pretvorbo piruvata v laktat. V nevronih (tudi astrocitih) najdemo LDH1, ki favorizira prehod 
laktata v piruvat (Steinmann in sod., 2016).  
Glutamat, ki se sprošča v ekscitatornih sinapsah, se veže na receptorje in povzroča 




 ATP-azo sestavljajo 
kompleks, ki je odgovoren za prevzem odvečneg glutamata iz sinaptične špranje (Rose in 
sod., 2009). Glutamat potem v celici spodbuja glikolizo, porabo glukoze in produkcijo laktata 
(Pellerin in Magistretti, 1994) kar je za celico energetsko potratno. 
Po hipotezi o astrocitno-nevronski laktatni poti (hipoteza ANLSH, ang. astrocyte-neuron-
lactate shuttle hypothesis) po vhodu glukoze v astrocit encim LDH5 presnavlja del glukoze do 
piruvata ter končno do laktata. S pomočjo monokarboksilatnih transporterjev, ki se nahajajo 
na astrocitih in nevronih, se laktat transportira v nevron, kje ga encim LDH1 presnovi do 
piruvata (Falkowska in sod., 2015). Obstaja tudi nekaj hipotez, ki nasprotujejo ANLSH. 
Največ odpora pride iz napačne interpretacije izvorne hipoteze, ki pravi, da vsa glukoza uhaja 
v astrocite in da ANLS velja za vse tipe nevronov. Izvorna hipoteza namreč pravi, da en del 
glukoze vstopa tudi v nevrone. Tudi ni nujno, da ANLS velja za vse tipe nevronov. Malo je 
verjetno, da je ANLS prisoten npr. v GABAnergičnih nevronih (Magistretti in Allaman, 
2018). 
V fizioloških pogojih gre ob prisotnosti kisika pridobivanje energije iz glukoze preko 
Krebsovega cikla in oksidativne fosforilacije v mitohondrijih. V tem primeru nastane 32–36 
molekul ATP na molekulo glukoze. Če pride do hipoksičnih pogojev, nastaja v procesu 
anaerobne glikolize laktat ter 2 molekuli ATP na molekulo glukoze.   
Nastanek laktata kljub prisotnosti kisika imenujemo aerobna glikoliza. Takšen način presnove 
glukoze je prvič opisal Otto Warburg v rakavih celicah (Warburgov efekt) (Magistretti in 
Allaman, 2018). V astrocitih je aerobna glikoliza prisotna pri fizioloških pogojih zaradi 
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izražanja specifičnega genskega profila celic (encim LDH5), ki favorizira nastanek laktata iz 
piruvata, kot da se piruvat porabi v Krebsovem ciklu (Magistretti in Allaman, 2018). 
Čeprav je oksidativna fosforilacija energetsko nadrejena glikolizi glede na količino 
proizvedenega ATP-ja, je glikoliza hitrejša, kar je lahko prednost za nekatere sisteme (Pfeffer 
in sod., 2001). Zaradi svoje specifične vloge, prenosa električnega signala, nevroni porabljajo 
veliko več energije kot astrociti, vendar pa so počasnejši v presnovi glukoze, poleg tega je ne 
morejo skladiščiti (Barros,  2013). Manjko energije nevroni lahko pridobijo od astrocitov v 
obliki laktata, ki ga nato spremenijo v piruvat in presnovijo v procesu oksidativne fosforilacije 
v mitohondrijih. Prednost aerobne glikolize je tudi v tem, da zagotavlja snovi za biosintezo 
lipidov, aminokislin in nukleinskih kislin (Vardjan in sod., 2018; Vander Heiden in sod., 
2009). 
Astrociti energijo skladiščijo v obliki glikogena (Barros 2013). To omogočajo encimi 
izgradnje (glikogen sintetaza) in razgradnje glikogena (glikogen fosforilaza). Nevroni imajo 
tudi glikogen sintetazo, vendar je v neaktivni obliki. Zaradi okvare mehanizma, ki omogoča 
inaktivacijo glikogen sintetaze v nevronih, lahko pride do kopičenja glikogena, kar pa 
inducira apoptozo celice. Glikogen, ki ga sintetizirajo nevroni, je v prekomernih količinah in 
ima spremenjene lastnosti (zmanjšana razvejanost, težnja k agregaciji in netopnosti), kar vodi 
v nastanek in kopičenje granuliranih depozitov, ki se ne morejo odstraniti. Takšni depoziti 
(telesa Lafora) so karakteristični za obliko progresivne mioklonične epilepsije (bolezen 
Lafora) (Barros, 2013; Magistretti in Allaman, 2007; Roach, 2015) . 
V času intenzivne nevronske aktivnosti, astrociti od nevronov sprejmejo signal o povečani 
energetskih potrebah nevronov in začnejo razgrajevati glikogen. Nastalo glukozo presnovijo 
do laktata, ki ga posredujejo nevronom (Brown in Ranson, 2007). Koncentracija glikogena v 
možganih je zelo nizka v primerjavi z jetri ali skeletnimi mišicami in znaša 6-12 μM (Cruz in 
Dienel, 2002; Brown in Ranson, 2007). 
Glikogen v astrocitih je bolj zaloga laktata kot pa glukoze (Dringen in sod., 1993). Skoraj 
polovica (40 %) vse glukoze, ki vstopi v celico, se najprej vgradi v glikogen in se potem z 
aerobno glikolizo presnovi do laktata. Temu rečemo “glikogenski obvod” (Walls in sod., 
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Slika 3: Shematski prikaz metabolne poti glukoze v astrocitu. Glukoza vstopi v astrocite preko glukoznih 
transporterjev GLUT (1, 2, 3 ali 4). Heksokinaza fosforilira glukozo v glukozo-6-fosfat (Glukoza-6-P). Nastala 
glukoza-6-P se bodisi i) vgradi v glikogen, ii) vstopi v aerobno glikolizo (tudi po poti glikogenskega obvoda), 
kjer preko piruvata s pomočjo encima laktata dehidrogenaze 5 (LDH5) nastaja laktat, ki ga astrocit preko 
monokarboksilatnih transporterjev MCT (MCT (1 in 4)  v astrocitih in MCT2 v nevronih lahko posreduje 
nevronom, iii) vstopi v glikolizo in nato preko piruvata v Krebsov cikel v mitohondrijih, iv) ali pa v pentoza 
fostatno pot.   
2.4 FRET 
Fizikalni fenomen prenosa energije z resonanco fluorescence (FRET) je prvič opisal Theodor 
Förster pred 70 leti in je danes pomembno orodje za številne biomedicinske raziskave 
(Förster, 1948; Held, 2012). FRET je od razdalje odvisen fizikalni proces, pri katerem se 
energija prenese brez sevanja z enega fluoroforja (donorja) v vzburjenem stanju na drugega 
(prejemnika) (Broussard in sod., 2013). Fluoroforji za FRET študije izhajajo iz 
avtofluorescenčnega proteina GFP (ang. green fluorescent protein) (Sekar in Periasamy 
2003). FRET poskusi s fluorescenčnimi proteini  temeljijo na merjenju emisije prejemnika po 
ekscitaciji donorja (Broussard in sod., 2013). Do prenosa energije pride samo ob ustreznem 
spektru svetlobe, primerni bližini (1–10 nm) in orientaciji molekul (Broussard in sod., 2013; 
Jares-Erijman in Jovin, 2003). Raziskave strukture, konformacije in distribucije proteinov, 
interakcije receptor/ligand, distribucije in transporta lipidov, strukture in konformacije 
nukleinskih kislin so samo del številnih aplikacij tehnike FRET (Held, 2012). 
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Možgansko tkivo je visoko specializirano in ima velike energetske zahteve. Zaradi tega pride 
do hitrih metabolnih dogodkov, ki jih z dosedanjimi metodami nismo uspeli spremljati v 
posamezni celici v realnem času. Napredne tehnike fluorescenčne mikroskopije omogočajo 
raziskave energetske presnove v možganih z visoko časovno in prostorsko ločljivostjo (Barros 
in sod., 2013). FRET-nanosenzorje uporabljamo za meritve koncentracije metabolitov v 
realnem času v posamezni celici (Barros in sod., 2013). Danes so dostopni nanosenzorji za 
glukozo (Fehr in sod., 2003; Takanaga in sod., 2008), laktat (San Martin in sod., 2013), 
cAMP (Nikolaev in sod., 2004), NADH (Hung in sod.,2011; Zhao in sod., 2011), ATP (Berg 
in sod., 2009; Imamura in sod., 2009), piruvat (San Martin in sod., 2014) in se pričakuje 
razvoj novih. Za našo raziskavo smo izbrali FRET-nanosenzorje za laktat in glukozo.  
FRET-nanosenzorji so sestavljeni iz prepoznavnega in reporterskega elementa. Prepoznavni 
element je vezavni protein za metabolit iz družine bakterijskih periplazemskih proteinov, 
reporterska elementa pa sta dva fluorescenčna proteina. Najbolj pogosta sta rumen 
fluorescenčni protein (YFP) in modrozelen fluorescenčni protein (CFP) (Caudhuri in sod., 
2011; Shrestha in sod., 2015). Vezava metabolita na vezavni protein povzroči konformacijsko 
spremembo nanosenzorja tako, da se razdalja med fluorescenčnima proteinoma YFP in CFP 
poveča (>10 nm ali zmanjša (<10 nm), kar zaznamo kot zmanjšanje oziroma povečanje 
signala FRET (razmerja med intenziteto fluorescence proteinov YFP in CFP (YFP/CFP) (Fehr 
in sod., 2003; Barros in sod., 2013). 
2.4.1 Glukozni nanosenzor 
Prvi glukozni nanosenzor (FLIPglu-600μ) je bil narejen leta 2003 in je bil predlagan kot 
orodje, ki bi lahko pomagalo pri razumevanju presnove glukoze ter presnovnih motenj, ki so 
posledica motene homeostaze glukoze (Fehr in sod., 2003). Takanaga in sodelovci so 5 let 
kasneje naredili izboljšano, bolj občutljivo verzijo nanosenzorja (FLII12PGLU-700μ6), ki 
smo ga uporabili v naši raziskavi.  
FLII12PGLU-700μ6 je sestavljen iz mutiranega glukozno-galaktozno vezavnega proteina 
(ang. Glucose-glactose binding protein, GGBP), izoliranega iz kemotaktičnih receptorjev 
bakterije E. coli ter iz fluorescenčnih proteinov YFP in CFP (Fehr in sod., 2003; Takanaga in 
sod., 2008). Po vezavi D-glukoze pride do konformacijske spremembe GGBP in 
fluorescenčna proteina se približata (Slika 4a) , kar povzroči zvišanje signala FRET 
(YFP/CFP) (Fehr in sod., 2003). FLII12PGLU-700μ6 lahko zazna različne koncentracije 
glukoze v razponu 0,05–9,6 mM (Takanaga in sod., 2008).  
2.4.2 Laktatni nanosenzor 
Laconic (ang. LACtate Optical Nano Indicator from Cecs) je specifični nanosenzor za 
merjenje L-laktata v celici, ki je sestavljen iz LIdr (vezavnega proteina za laktat iz E. Coli) in 
fluorescenčnih proteinov Venus (varianta YFP) in mTFP (varianta CFP) (San Martin in sod., 
2013; Barros in sod., 2013; Day in sod., 2008). Ko pride do vezave L-laktata na vezavni 
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protein, pride do njegove konformacijske spremembe, kar povzroči povečanje razdalje med 
fluorescenčnima proteinoma (Slika 4b) in posledično zmanjšanje signala FRET 
(Venus/mTFP) oz. zvišanje signala mTFP/Venus (San Martin in sod., 2013). Laconic lahko 
zazna koncentracije laktata med 1 μM  in 10 mM (San Martin in sod., 2013). 
 
Slika 4: Shematski prikaz FRET-nanosenzorjev FLII12PGLU-700μ6 in Laconic.  (a) Po vezavi D-glukoze 
na vezavno mesto pride do konformacijske spremembe vezavnega proteina, fluorescenčna proteina nanosenzorja 
za glukozo (YFP in CFP) pa se približata, v primeru nanosenzorja Laconic (b) pa se po vezavi L-laktata 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 OPREMA 
Preglednica 1: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtoklav (suhi sterilizator) Meditry Instrument, Kitajska 
Avtoklav (suhi sterilizator) Tuttnauer, ZDA 
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Baterijski pipetor BRAND, Nemčija 
Brezprašna komora (laminarij) Heal Force, Kitajska 
Centrifuga Centric 150 Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga MiniSpin Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Sigma 3K30 Sigma Centrifuges, UK 
CO2 inkubator New Brunswick Scientific, ZDA 
Delilnik slike Dual-view DV-2 Photometix, ZDA 
Fluorescenčni mikroskop Zeiss/Axio, Observer 
0.1 
Oberkochen, Nemčija 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Inkubator za LB Memmert, Nemčija 
Kamera CCD ANDOR Luca S, Velika Britanija 
Ledomat Brema Ice Makers, Italija 
Magnetno mešalo Tehtnica, Slovenija 
Merilnik pH Mettler Toledo, Slovenija 
Monokromator Polychrome V Till Photonics, Nemčija 
Osmometer Osmomat 030 Gonotec GmbH, Nemčija 
Računalnik Dell, ZDA 
Serološke pipete Sarstedt, Nemčija 
Spektrofotometer Ultrospec 3100 pro Amersham Bioscience, Švedska 
Stresalnik Infors, Švica 
Svetlobni mikroskop WPI, ZDA 
Tehtnica Mettler Toledo, Slovenija 
Vorteks mešalo Tehtnica, Slovenija 
Zmrzovalnik -20° C Gorenje, Slovenija 
Zmrzovalnik -80° C New Bruswick Scientific, ZDA 
 
3.2 GOJIŠČA IN RAZTOPINE 
3.2.1 Gojišča 
3.2.1.1 Hranilni medij 
Hranilni medij smo pripravili iz medija DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) z 
visoko vsebnostjo glukoze, 4.500 mg/L (Merck, ZDA), 10 % FBS-a (ang. Fetal Bovine 
Serum), 1 mM Na-piruvata (Merck, ZDA), 2 mM L-glutamina (Merck, ZDA) ter mešanice 
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antibiotikov penicilina in streptomicina v koncentraciji 50 μg/mL. Vse sestavine smo dali v 
čašo,  premešali z brizgo in prefiltrirali v 50 mL posodice. Hranilni medij smo shranili v 
hladilnik pri 4 °C in uporabljali največ 3 tedne po pripravi.  
3.2.1.2 Lipofekcijski medij 
Lipofekcijski medij smo pripravili iz DMEM s 4.500 mg/L glukozo, 1 mM Na-piruvata in 2 
mM L-glutamina. Medij smo prefiltrirali po 10 mL, shranili pri 4 °C in uporabljali največ 3 
tedne po pripravi. 
3.2.2 Raztopine 
Pripravili smo 3 zunajcelične raztopine z različno vsebnostjo glukoze in laktata po receptih v 
Tabeli 2, 3 in 4. Vse sestavine so proizvajalca Merck, ZDA.  
3.2.2.1 Zunajcelična raztopina 
Preglednica 2:  SESTAVA ZUNAJCELIČNE RAZTOPINE S 3 mM D-GLUKOZO  
Sestavina c (mM) 
mg za 250 mL 
raztopine 
MW (g/mol) 
NaCl 135,3 1.976,7 58.44 
KCl 5 93,2 74,55 
HEPES 10 595,8 110,98 
NaH2PO4*H20 0,5 17,2 95,21 
NaHCO3 5 105 238,30 
D-glukoza 3 135,1 137,98 
CaCl2 1,8 450 μL (1 M) 84,01 
MgCl2 2 500 μL (1 M) 180,16 
MiliQ  do 250 mL  
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Preglednica 3: SESTAVA ZUNAJCELIČNE RAZTOPINE Z 20 mM D-GLUKOZO  
Sestavina c (mM) 
mg za 250 mL 
raztopine 
MW (g/mol) 
NaCl 135,3 1.852,5 58.44 
KCl 5 93,2 74,55 
HEPES 10 595,8 110,98 
NaH2PO4*H20 0,5 17,2 95,21 
NaHCO3 5 105 238,30 
D-glukoza 3 900,8 137,98 
CaCl2  1,8 450 μL (1 M) 84,01 
MgCl2  2 500 μL (1 M) 180,16 
MiliQ  do 250 mL  
c,množinska koncentracija; M,mol/L;g,gram;L,liter ; Mw, molska masa. 
Preglednica 4: SESTAVA ZUNAJCELIČNE RAZTOPINE S 3mM D-GLUKOZO IN 40 mM L-
LAKTATOM 
Sestavina c (mM) 
mg za 250 mL 
raztopine 
Mw (g/mol) 
NaCl 135,3 1.392,3 58.44 
KCl 5 93,2 74,55 
HEPES 10 595,8 110,98 
NaH2PO4*H20 0,5 17,2 95,21 
NaHCO3 5 105 238,30 
D-glukoza 3 135,1 180,16 
CaCl2 1,8 450 μL (1 M) 84,01 
MgCl2 2 500 μL (1 M) 180,16 
Natrijev L-laktat 40 1120,6 112,06 
MiliQ  do 250 mL  
c,množinska koncentracija; M,mol/L;g,gram;L,liter ; Mw, molska masa. 
Sestavine smo raztopili in premešali s pomočjo magnetnega mešala. Z merilcem pH smo 
izmerili pH vrednost in titrirali z NaOH (Kefo, Hrvaška) do vrednosti pH 7.2. Osmolalnost 
smo izmerili z osmometrom, ki je bila med 290 in 305 mOsm/kg raztopine. Raztopino smo 
prefiltrirali v 50 mL-posodice in shranili pri 4 °C (ali pri –20 °C za kasnejšo uporabo).  
3.2.2.2 Raztopina fenilefrina (PE) 
Raztopino PE smo pripravljali pred vsakim poskusom. Primarno založno raztopino PE v 
koncentraciji 245,5 mM smo pripravili tako, da smo raztopili 10 mg PE v 200 μL MiliQ. Nato 
smo raztopino 100-krat redčili v zunajcelični raztopini s 3 mM D-glukozo in dobili drugo 
založno raztopino koncentracije 2,45 mM. Le-to smo redčili še 24,5-krat, tako, da je bila 
končna koncentracija raztopine PE ob stimulusu 100 μM. 200 μL zunajcelične raztopine s 3 
mM glukoze, v kateri so bile celice, smo dodali 200 μL mešanice zunajcelične raztopine 
(183,7 μL) in 2,45 mM raztopine PE (16,3 μL). Uporabljali smo rjave epice zaradi 
potencialne občutljivosti PE na svetlobo.  
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3.2.2.3 Raztopina izoprenalina (Iso) 
Raztopino Iso smo pripravljali pred vsakim poskusom. Primarno založno raztopino v 
koncentraciji 201,9 mM smo pripravili tako, da smo 10 mg Iso raztopili v 200 μL Mili Q. To 
raztopino smo 100-krat redčili v zunajcelični raztopini s 3 mM D-glukozo in dobili drugo 
založno raztopino koncentracije 2,02 mM. Le-to smo redčili še 10,1-krat, tako, da je bila 
končna koncentracija raztopine Iso ob stimulusu 200 μM. Celicam, ki so bile v 200 μL 
zunajcelične raztopine s 3 mM glukozo, smo dodali 200 μL mešanice zunajcelične raztopine 
(160 μL) in 2,02 mM raztopine Iso (40 μL). Ker je izoprenalin občutljiv na svetlobo, smo 
uporabljali rjave epice.  
3.2.2.4 Raztopina s fenilefrinom in izoprenalinom (PE + Iso) 
Da bi pripravili 200 μL mešanice 200 μM PE in 400 μM Iso smo v 143,7 μL zunajcelične 
raztopine s 3 mM D-glukozo dodali 16,3 μL PE v koncentraciji 2,45 mM in 40 μL Iso v 
koncentraciji 2,02 mM. Končna koncentracija mešanice ob stimulusu je bila 100 μM PE in 
200 μM Iso. Zaradi občutljivosti na svetlobo smo uporabljali rjave epice.  
3.3 METODE CELIČNE IN MOLEKULARNE BIOLOGIJE 
3.3.1 Priprava krovnikov s poli-L-lizinom (PLL) 
Delo je potekalo sterilno v brezprašni komori. Steklene krovnike premera 22 mm (Chance 
Popper, Velika Britanija) smo najprej za 20–30 min dali v 70 % etanol za krovnike. Nato smo 
jih zaporedno s sterilno pinceto prenesli v sterilno destilirano vodo za spiranje ter jih dali do 
največ 15 min v 10 μg/μL raztopino PLL. Krovnike smo nato še dvakrat sprali v sterilni 
destilirani vodi ter jih prestavili v petrijevke premera 35 mm. Ko so se krovniki posušili, smo 
petrijevke zaprli in jih shranili v hladilnik na 4 °C do uporabe.  
3.3.2 Priprava primarne celične kulture podganjih astrocitov 
Izolacija podganjih astrocitov je potekala v laboratoriju Inštituta za patološko fiziologijo 
Medicinske fakultete v Ljubljani v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih tkivih, organih in 
truplih predhodno usmrčenih živali po členu 22.a Zakona o zaščiti živali (ZZZiv-UPB3, 
Uradni list RS, št 38/2013 z dne 3. 5. 2013). 
Primarna celična kultura podganjih astrocitov je pripravljena iz možganske skorje 2-3 dni 
starih živali po protokolu Schwartza in Wilsona (1992). Po izolaciji so astrociti očiščeni 
ostalih celic (nevronov, mikroglije, oligodendrocitov) in nasajeni v gojilne epruvete. Preliti so 
z 2 mL hranilnega medija in shranjeni v inkubatorju pri 37 °C, 5 % CO2 in 88 % vlagi. 
Hranilni medij je zamenjan vsakih 48 h.  
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3.3.3 Nasajanje podganjih astrocitov na krovnike s PLL 
Iz gojilne epruvete smo odstranili hranilni medij in sprali z 2,5 mL svežega hranilnega medija 
ali z DMEM. Po spiranju smo dodali 2 mL mešanice tripsin-EDTA in inkubirali 5 min pri 37 
°C, da so se celice odlepile s podlage. Ko so se vse celice odlepile, smo prenesli po 1 mL 
suspenzije v dve sterilni 1,5 mL mikrocentrifugirki in centrifugirali 5 min pri 900 obr./min. 
Da so se vse celice odlepile, smo preverjali s svetlobnim mikroskopom. Po centrifugiranju 
smo s pipeto odstranili supernatant in celični pelet resuspendirali v ~500 μL hranilnega 
medija (količino hranilnega medija smo po potrebi povečali, odvisno od gostote celic). Na 
krovnike s PLL smo nanesli 35–70 μL suspenzije celic ter jih z nastavkom mikropipete 
razmazali po celotni površini krovnika. Po nasajanju smo celice inkubirali 30 min pri 37 °C, 
da bi se prilepile na podlago ter jih potem zalili z 2 mL hranilnega medija. Celice smo pred 
transfekcijo inkubirali v hranilnem mediju najmanj 1 dan in največ 3 dni.  
3.3.4 Namnožitev bakterijskih klonov s plazmidom z zapisom za laktatni in glukozni 
nanosenzor 
Laboratorijski sev bakterije E. coli DH5α s plazmidom za laktatni (Laconic pc.DNA3.1, 
Addgene 44238) in glukozni (FLII12PGLU-700μ6, Addgene 17866) nanosenzor smo 
nacepili v gojišče LB z dodanim antibiotikom ampicilin v končni koncentraciji 1 μM ter 
stresali 16 h pri 37 °C in 250 obr/min. 
3.3.5 Izolacija plazmida z zapisom za laktatni in glukozni nanosenzor 
Plazmide smo izolirali s kompletom PureYieLDHTM Plasmid Midiprep System (Promega, 
ZDA) po protokolu proizvajalca. Koncentracijo in čistost plazmidne DNA smo določili s 
spektrofotometrom (Ultraspec 3100 pro, Švedska). Plazmide smo alikvotirali po 20 μL in 
shranili pri –20 °C do uporabe.  
3.3.6 Transfekcija podganjih astrocitov s pDNA z zapisom za laktatni in glukozni 
nanosenzor 
Transfekcijsko mešanico (za 1 krovnik) smo pripravili iz 100 μL lipofekcijskega medija, 3 μL 
lipofekcijskega reagenta FuGene 6 (Promega, ZDA) in plazmida, da je bila njegova končna 
koncentracija 1 μg/mL. Inkubirali smo 15 min pri sobni temperaturi. Med 15-minutno 
inkubacijo smo astrocitom na krovnikih odstranili hranilni medij ter dodali 900 μL svežega 
hranilnega medija in nato 100 μL transfekcijske mešanice. Celice smo s transfekcijsko 
mešanico inkubirali 24 h v inkubatorju pri 37 °C (primerno  je 16–36 h).  
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3.4 FLUORESCENTNA MIKROSKOPIJA IN ANALIZA PODATKOV 
3.4.1 Metoda prenosa energije z resonanco fluorescence (FRET) 
Meritve smo izvajali v realnem času na posameznih celicah, ki so izražale laktatni ali 
glukozni nanosenzor, s prej opisano tehniko fluorescentne mikroskopije FRET.  
Slike celic smo zajemali z invertnim fluorescentnim mikroskopom Zeiss Axio Observer.A1 
(Zeiss, Nemčija). Uporabljali smo vodni imerzijski objektiv C-Apochromat 63x/1,2 NA 
(Zeiss, Nemčija) in  monokromator Polychrome V (Till Photonic, Nemčija) kot vir svetlobe 
(λ=436 nm). Sliko smo zajemali s pomočjo kamere CCD (ang. charge coupled device) in 
programa Live Acquisition 2.1.0.10 (Till Photonics, Nemčija) na računalniku. Razdelilec slike 
(ang. »image splitter«; Optical Insights, ZDA) je omogočil usmerjanje slike skozi dva 
emisijska filtra, modrozelenega (480/30 nm) in rumenega (535/40 nm) in tako ločeno 
zaznavanje emisijske svetlobe CFP (oz. mTFP) in YFP (oz. Venus). Zajemanje slik je 
potekalo pri sobni temperaturi vsakih 10 s, s časom osvetlitve 100 ms. 
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3.4.2.1 Meritve znotrajcelične koncentracije L-laktata v celicah, ki so izražale FRET- 
nanosenzor Laconic 
Po 24-urni transfekciji smo iz petrijevke s krovnikom odstranili hranilni medij s 
transfekcijsko mešanico in dodali 1 mL zunajcelične raztopine. Inkubirali smo 15 min. 
Krovnik z astrociti smo prenesli na kamrico fluorescentnega mikroskopa, ga zatesnili z visoko 
vakuumsko mastjo (Dow Coring, ZDA) in dodali 200 μL zunajcelične raztopine. Na objektiv 
smo dodali 35 μL destilirane vode in kamrico postavili na mikroskop. Pod mikroskopom smo 
poiskali primerno celico, ki je izražala FRET-nanosenzor Laconic (je fluorescirala in ni imela 
patološke morfologije). Počakali smo 5 min, da se je sistem stabiliziral in potem začeli s 
snemanjem, zajemanjem slik. Izbrano celico smo snemali 20 min (1 slika/10 s, skupaj 122 
slik). Prva slika je bila posneta s presevno svetlobo, nato se je začelo zajemanje emisije 
fluorescence na vsakih 10 s.  Po 5 min od začetka snemanja (slika 30) smo dodali 200 μL 
raztopine prvega stimulusa, tako, da je bila v 400 μL končna koncentracija PE 100 μM, Iso 
200 μM, v mešanci reagentov pa je bila končna koncentracija PE 100 μM in Iso 200 μM. 
Drugi stimulus smo dodali 10 min po prvem stimulusu (slika 90) in je bil kontrola za 
preverjanje funkcionalnosti izraženega FRET-nanosenzorja v celici. Celicam smo dodali 400 
μL zunajcelične raztopine s 40 mM L-laktatom, tako da je bila končna koncentracija L-laktata 
v zunajcelični raztopini 20 mM.  
Pri poskusih z inhibitorjem razgradnje glikogena 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) 
smo celice pred poskusi 1 h pri 37 °C inkubirali v 1 mL hranilnega medija z dodanim DAB v 
končni koncentraciji 300 μM, pri čemer smo v 997 μL hranilnega medija dodali 2,5 μL 118 
mM DAB. Po inkubaciji smo odstranili hranilni medij z DAB in hitro sprali z zunajcelično 
raztopino s 3 mM D-glukozo. Krovnik smo prenesli v kamrico, zatesnili in dodali 200 μL 
zunajcelične raztopine z DAB. Poiskali smo primerno celico, počakali 5 min, da se sistem 
stabilizira in začeli s snemanjem. Prvi stimulus je bil mešanica PE (100 μM )  in Iso (200 μM) 
z DAB (300 μM). Drugi stimulus (20 mM L-laktat) je kontrola za preverjanje funkcionalnosti 
izraženega laktatnega FRET-nanosenzorja v celici. 
3.4.2.2 Meritve znotrajcelične koncentracije glukoze v celicah, ki so izražale FRET 
nanosenzor FLII12PGLU-700μ6 
Poskusi so potekali podobno kot poskusi s FRET-nanosenzorjem Laconic. Prvi stimulus je bil 
100 μM PE in je dodan 5 min po začetku snemanja. Drugi stimulus je bila 10 mM D-glukoza 
za preverjanje funkcionalnosti izraženega glukoznega FRET-nanosenzorja v celici.  
Tudi pri glukoznem senzorju smo naredili serijo meritev v prisotnosti 300 μM DAB (kot je 
opisano pri laktatnem nanosenzorju).   
Za analizo smo uporabili vse meritve na celicah, ki so se odzvale na L-laktat oz. D-glukozo.  
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3.4.3 Analiza podatkov 
Na zajetih slikah smo v programu OA Offline Analysis (Till Photonics, Nemčija) označili 
ozadje in celico (ROI, ang. region of interest) ter dobili vrednosti emitirane svetlobe  v času 
za mTFP in Venus pri nanosenzorju Laconic ter ECFP in EYFP pri nanosenzorju 
FLII12PGLU-700μ6. V programu Microsoft Excel (Microsoft, ZDA) smo izračunali 
razmerje signalov mTFP/Venus (Laconic)  oz. EYFP/ECFP (FLII12PGLU-700μ6 ) po 
enačbah: 
 
           
                          
                             
 
 
   
          
                         
                         
  
 
Porast v signalu ponazarja porast znotrajceličnega L-laktata (Laconic) oz. D-glukoze 
(FLII12PGLU-700μ6). Dobljene podatke smo delili s povprečno vrednostjo signalov pred 
dodatkom stimulusa (bazna linija), da bi jih normalizirali. Za vsak stimulus in za vsako 
časovno točko smo izračunali povprečne vrednosti in standardne napake (s. n.) normaliziranih 
signalov. Te podatke smo prikazali v grafu. Za nadaljnjo analizo smo uporabili samo del 
posnetka pred dodatkom drugega stimulusa oz. kontrole funkcionalnosti nanosenzorja v 
celici.  
Amplituda (Δ(mTFP/Venus) pri Laconicu oz. Δ(EYFP/ECFP) pri FLII12PGLU-700μ6) oz. 
končni porast signala FRET je bila določena kot povprečje zadnjih 100 s signala mTFP/Venus 
(EYFP/ECFP), od katerega je bilo odšteto povprečje prvih 100 s signala (razen pri 
tranzientnih odzivih, kjer smo namesto zadnjih 100 s signala, določili 100 s, kjer je bil 
največji porast).  
Za posamezno celico smo določili tudi hitrost porasta signala v % na minuto (Δ 
(mTFP/Venus)/Δt; Δ(EYFP/ECFP)/Δt), ki je bila določena s prileganjem linearne funkcije na 
del krivulje, kjer se je signal najhitreje zviševal v času: 
       
  
             …(1) 
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V enačbi y pomeni Δ(mTFP/Venus) (ΔEYFP/ECFP), x pomeni Δt in k pomeni naklon 
premice, ki ponazarja hitrost Δ(mTFP/Venus)/Δt (ΔEYFP/ECFP/Δt).  
V programu SigmaPlot (Systal Software Inc, Velika Britanija) smo narisali grafe ter naredili 
statistično analizo (enosmerna ANOVA, ki ji je sledil Dunnov test), ter v nekaterih primerih 
Studentov t-test. Statistično značilno pomeni P<0,05. Oznake: *statistična značilnost glede na 
kontrolo, # statistična značilnost glede na drugi dražljaj. Za izravnavo šuma signalov FRET, 
smo v Excellu povprečili sosednje točke posameznih signalov po načelu tekočega povprečja  
in sicer tako, da smo interval za povprečenje nastavili na 5. To pomeni, da smo izračunali 
novo točko v času tako, da smo povprečili  4 podatkovne točke pred trenutno točko in pa 
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4.1 VPLIV AGONISTOV ADRENERGIČNIH RECEPTORJEV NA ZNOTRAJCELIČNO 
KONCENTRACIJO L-LAKTATA V PODGANJIH ASTROCITIH V KULTURI  
Astrocite, katerim smo s transfekcijo vnesli zapis za laktatni FRET-nanosenzor Laconic, smo 
najprej inkubirali 15 min v zunajcelični raztopini s 3 mM D-glukozo. Po izbiri celice, ki je 
izražala Laconic (je fluorescirala in ni imela patološke morfologije), smo celico stimulirali s 
100 μM PE (PE), 200 μM Iso (Iso) ali mešanico PE in Iso (PE + Iso) istih koncentracij. Odziv 
celic, ki so izražale fluorescenčne FRET-nanosenzorje, na agoniste adrenergičnih receptorjev 
smo spremljali v realnem času s fluorescenčnim mikroskopom. Dodajanje zunajcelične 
raztopine smo uporabili kot kontrolo vpliva mehanskega dražljaja, proizvedenega s pipeto 
(Slika 5a,b). Drugi stimulus je bil 20 mM L-laktat za preverjanje funkcionalnega izražanja 
nanosenzorja Laconic v celici, kar je ločeno prikazano na Sliki 6. Cilj poskusa je bil določiti  
vlogo  posameznega tipa adrenergičnih receptorjev in pa signalne poti, ki se pri tem aktivira, 
bodisi Ca
2+
- ali cAMP-signalne poti pri uravnavanju aerobne glikolize in nastanka L-laktata v 
astrocitih v kulturi. To smo ugotavljali z meritvami sprememb razmerja mTFP/Venus. 
4.1.1 Izoprenalin zviša znotrajcelično koncentracijo L-laktata 
Agonist β-AR Iso 2,5-krat zviša signal mTFP/Venus oz. znotrajcelično koncentracijo L-
laktata glede na kontrolne poskuse (Slika 5c,d), vendar pa je bila povprečna amplituda odziva 
na Iso 1,17 ± 0,37 %, kar ni statistično značilno različno glede na kontrolne poskuse (0,47 ± 
0,19 %; enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05; Studentov t-test P=0,08), kjer smo celice 
dražili z zunajcelično raztopino (Slika 7). Hitrost porasta signala po stimulaciji z Iso je bila 
1,66 ± 0,62 %/min, kar ni statistično značilno različno od hitrosti po draženju z zunajcelično 
raztopino ( 0,08 ± 0,07; enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05, Slika 8) medtem ko po 
Studentovem t-testu je (P=0,01). Z izoprenalinom smo stimulirali 20 celic. Porast v signalu 
mTFP/Venus smo zabeležili pri 30 % celic (6/20), prehodni porast pri 10 % (2/20) in padec 
pri 5 % celic (1/20). Neodzivnih je bilo 55 % celic (11/20).   
4.1.2 Fenilefrin zviša znotrajcelično koncentracijo L-laktata 
Po draženju celice s PE, agonistom α1-AR, pride do 3,6-kratnega zvišanja signala 
mTFP/Venus glede na kontrolne poskuse, kar ponazarja zvišanje znotrajcelične koncentracije 
L-laktata (Slika 5e,f). Amplituda odziva na PE je bila 1,69 ± 0,40 % in hitrost porasta signala  
mTFP/Venus je bila 1,05 ± 0,37 %/min, kar ni statistično značilno različno glede na kontrolo 
(enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05; P>0,05), medtem ko po Studentovem t-testu je 
(P=0,01; P=0,01). Od 21 stimuliranih celic smo zabeležili porast v signalu mTFP/Venus pri 
19 % celic (4/21) in prehoden porast pri 24 % celic (5/21). Na stimulus se ni odzvalo 57 % 
celic (12/21).  
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4.1.3 Mešanica izoprenalina in fenilefrina zviša znotrajcelično koncentracijo L-laktata  
Želeli smo preveriti, ali Iso (aktivator cAMP-signalne poti) in PE (aktivator Ca
2+
-signalne 
poti) delujeta sinergijsko. Pokazali smo, da istočasna stimulacija α1-AR in β-AR 4,7-krat 
zviša znotrajcelično koncentracijo L-laktata (Slika 5g,h) glede na kontrolne poskuse. 
Amplituda odziva je 2,22 ± 0,36 %, kar je statistično značilno večje glede na kontrolo (0,47 ± 
0,19 %; enosmerna ANOVA, Dunnov test, P<0,05). Hitrost porasta je iznašala 1,30 ± 0,28 
%/min, kar je tudi statistično značilno večje v primerjavi s kontrolo (enosmerna ANOVA, 
Dunnov test, P<0,05). Ugotovili smo, da istočasna stimulacija α1- in β-AR (Iso + PE) 
povzroči večji porast v koncentraciji znotrajceličnega L-laktata v primerjavi z Iso ali PE. 
Pridobljeni rezultati so pokazali, da sinergijsko delovanje Ca
2+
 in cAMP signalne poti v 
primerjavi s kontrolo statistično značilno zviša koncentracijo znotrajceličnega L-laktata za 
razliko od aktivacije vsake poti posebej, kjer porast v laktatu ni bil statistično značilno 
različen od kontrole. Od 43 stimuliranih celic smo porast zabeležili pri 53 % (23/43), 
prehodni porast pri 5 % (2/43) in padec pri 2 % (1/43) celic. Neodzivnih je bilo 40 % (17/43) 
celic. Hitrosti porasta v signalu mTFP/Venus se po dodatku različnih agonistov in mešanice 
agonistov AR med seboj niso statistično značilno razlikovale.  
Rezultati so tudi pokazali, da amplituda signala mTFP/Venus pri stimulaciji z Iso ni 
statistično značilno različna (manjša) od amplitude signala po stimulaciji s PE (enosmerna 
ANOVA; Dunnov test P>0,05; Studentov t-test P=0,35, kakor tudi hitrost porasta signala 
(enosmerna ANOVA, Dunnov test, P>0,05; Studentov t-test P=0,40), kar nasprotuje 
dozdajšnjemu mnenju, da ima Ca
2+
-signalna pot večji vpliv od cAMP signalne poti. Glede na 
naše rezultate imata obe poti približno enak vpliv na aerobno glikolizo in nastanek L-laktata.  
Vrednosti amplitud in hitrosti porasta signala so prikazane v Preglednici 5, odzivnost celic pa 
v Preglednici 6.  
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Slika 5: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z agonisti adrenergičnih receptorjev povzroči porast 
znotrajcelične koncentracije laktata. (a-h) Reprezentativni (levo) in povprečni (desno) časovni potek 
sprememb v normaliziranem signalu mTFP/Venus glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo Laconic,  FRET-
nanosenzor za laktat, pred in po dodatku (a, b) zunajcelične raztopine (kontrola),  (c, d) 200 μM izoprenalina 
(Iso), (e, f) 100 μM fenilefrina (PE) ter (g, h) mešanice 200 μM izoprenalina in 100 μM fenilefrina (Iso + PE) v 
zunajcelični raztopini. Učinkovine smo dodali pri času 300 s (siva črta). Porast v signalu mTFP/Venus pomeni 




Slika 6: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z 20 mM L-laktatom povzroči porast znotrajceličnega 
laktata. Reprezentativni (a) in povprečni (b) časovni potek normaliziranega razmerja mTFP/Venus glede na 
bazno linijo v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po dodatku 20 mM L-laktata v zunajcelični 
raztopini. Učinkovino smo dodali v času 150 s (siva črta). Porast v signalu mTFP/Venus pomeni porast 




Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




Slika 7: Razlike v amplitudi signalov mTFP/Venus v astrocitih, ki izražajo FRET nanosenzor Laconic, po 
draženju z različnimi učinkovinami. Histogram prikazuje amplitude signalov mTFP/Venus po draženju z 
zunajcelično raztopino (Kontrola), 200 μM izoprenalinom (Iso), 100 μM fenilefrinom (PE), mešanico 200 μM 
izoprenalina in 100 μM fenilefrina (Iso + PE) in 20 mM L-laktatom (L-laktat) v zunajcelični raztopini. 
Amplitude signala mTFP/Venus so prikazane kot povprečje ± standardne napake (s. n.) v odstotkih. Številke v 
stolpcih predstavljajo število vseh posnetih celic. Enosmerna ANOVA; Dunnov test (P<0,05): * označen 
statistično značilne razlike glede na kontrolo; # označene statistično značilne razlike med različnimi dražljaji.    
 
Slika 8: Hitrosti porasta signala mTFP/Venus v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po 
draženju z različnimi učinkovinami.  Histogram prikazuje hitrosti porasta signala mTFP/Venus po draženju z 
zunajcelično raztopino (Kontrola), 200 μM izoprenalinom (Iso), 100 μM fenilefrinom (PE), mešanico 200 μM  
izoprenalina in 100 μM fenilefrina (Iso + PE) in 20 mM L-laktatom (L-laktat) v zunajcelični raztopini. 
Spremembe v hitrosti porasta signala mTFP/Venus so prikazane kot povprečje ± standardne napake (s. n.) 
odstotka porasta signala v času (%/min). Številke v stolpcih predstavljajo število vseh posnetih celic. Enosmerna 
ANOVA; Dunnov test (P<0,05): * označene statistično značilne razlike glede na kontrolo; # označene statistično 
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Preglednica 5: Povprečne amplitude in hitrosti porasta signala mTFP/Venus s pripadajočimi 
standardnimi napakami v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po dodatku različnih 
učinkovin  
Dražljaj Amplituda mTFP/Venus (mTFP/Venus)/t N 
(%) (%/min) 
 
Kontrola 0,47 ± 0,19 0,08 ± 0,07 25 
Iso 1,17 ± 0,37 1,66 ± 0,62 20 
PE 1,69 ± 0,40 1,05 ± 0,37 21 
Iso + PE 2,22 ± 0,36* 1,30 ± 0,28* 43 
L-laktat 17,12 ± 0,96* 20,03 ± 2,26* 21 
Kontrola, zunajcelična raztopina;  Iso, izoprenalin; PE, fenilefrin; n, število celic; t, čas; Laconic, FRET-
nanosenzor za laktat;  FRET, Fösterjev prenos energije z resonanco fluorescence; mTFP, zelenomodri 
fluorescenčni protein; Venus, rumeni fluorescenčni protein; (mTFP/Venus)/t, hitrost porasta signala. 
Enosmerna ANOVA; Dunnov test (P<0,05): *označene statistično značilne razlike glede na kontrolo. 
 
Preglednica 6: Odzivnost podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po 










Kontrola 4 (n=1) 8 (n=2) 0 88 (n=22) 
Iso 30 (n=6) 10 (n=2) 5 (n=1) 55 (n=11) 
PE 19 (n=4) 24 (n=5) 0 57 (n=12) 
Iso + PE 53 (n=23) 5 (n=2) 2 (n=1) 40 (n=17) 
L-laktat 100 (n=21) 0 0 0           
Kontrola, zunajcelična raztopina;  Iso, izoprenalin; PE, fenilefrin; n, število celic; t, čas; Laconic, FRET-
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4.2 VPLIV ZAVIRANJA RAZGRADNJE GLIKOGENA NA NASTANEK L-LAKTATA 
PO SOČASNI STIMULACIJI PODGANJIH ASTROCITOV V KULTURI Z 
IZOPRENALINOM IN FENILEFRINOM  
DAB zmanjša porast v znotrajcelični koncentraciji laktata po stimulaciji astrocitov z 
izoprenalinom in fenilefrinom 
 
1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) ustavi presnovo glukoze, sproščene iz glikogena z 
zaviranjem encimov glikogen fosforilaze in glikogen sintaze v možganskih celicah (Walls in 
sod., 2008). Z inhibicijo razgradnje glikogena z DAB smo želeli preveriti, ali v podganjih 
astrocitih v kulturi, ki izražajo laktatni FRET-nanosenzor Laconic, tudi polovica laktata 
nastane iz glukoze preko glikogenskega obvoda oziroma, ali se skoraj polovica glukoze, ki 
vstopi v astrocit, najprej vgradi v glikogen ter po sproščanju iz glikogena presnovi do laktata 
v procesu aerobne glikolize kot je bilo pokazano v predhodnih raziskavah (biokemijske 
meritve) (Dringen in sod., 1993; Walls in sod., 2008; Kreft in sod., 2012).  
Astrocite smo pred poskusi inkubirali 1 h pri 37 °C  v hranilnemu mediju v prisotnosti DAB 
(300 µM).  Celice smo nato v prisotnisti DAB (300 µM) stimulirali z mešanico 100 μM PE in 
200 μM Iso. Drugi stimulus (20 mM L-laktat) smo naredili za preverjanje funkcionalnega 
izražanja FRET-nanosenzorja Laconic v celici (ni prikazano na slikah). Slika 6 prikazuje, da 
pride po stimulaciji celic z Iso + PE brez DAB (Slika 9 a, b)  in v prisotnosti DAB (Slika 9 c, 
d) do porasta signala mTFP/Venus, kar ponazarja porast v znotrajcelični koncentraciji L-
laktata.  
Slika 10 prikazuje, da je porast signala oz. koncentracija L-laktata večja po stimulaciji z Iso + 
PE brez prisotnosti DAB.  
Amplituda signala mTFP/Venus je bila po stimulaciji astrocitov z mešanico Iso + PE 
statistično značilno večja  v primerjavi s kontrolo (0,47 ± 0,19 %) in znaša 1,87 ± 0,28 % 
(enosmerna ANOVA, Dunnov test, P<0,001). Amplituda mTFP/Venus je bila po stimulaciji z 
isto mešanico v prisotnosti inhibitorja DAB prav tako večja (1,06 ± 0,27 %), ampak ne 
statistično značilno glede na kontrolo (0,47 ± 0,19 %; enosmerna ANOVA; Dunnov test, 
P>0,05; Studentov t-test P=0,08). Statistično značilno je za 43 % manjša od amplitude signala 
mTFP/Venus po stimulaciji z mešanico Iso + PE brez prisotnosti DAB (enosmerna ANOVA, 
Dunnov test, P<0,05; Slika 11), kar je v skladu s predhodnimi raziskavami, ki so pokazale, da 
približno polovica laktata v aerobni glikolizi v astrocitih nastane iz glukoze sproščene iz 
glikogena, preko t.i. glikogenskega obvoda (Walls in sod., 2008; Kreft in sod., 2012).   
Hitrost porasta signala po stimulaciji z mešanico Iso + PE je bila 0,90 ± 0,24 %, kar je 
statistično značilno večje od kontrole (0,08 ± 0,07 %; enosmerna ANOVA, Dunnov test, 
P<0,001). Razlikuje se tudi od hitrosti porasta signala po stimulaciji z isto mešanico v 
prisotnosti DAB (0,54 ± 0,25 %), vendar po Dunnovemu testu (P>0,05) in Studentovem t-
testu (P=0,30) ne statistično značilno (Slika 12). 
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Po stimulaciji z Iso + PE smo porast zabeležili pri 48 % celic (12/25), prehoden porast pri 4 % 
celic (1/25) in odziva ni bilo pri 48 % celic (12/25). Pri stimulaciji z mešanico Iso + PE v 
prisotnosti DAB je bilo največ neodzivnih celic, 79 % (22/28), prehodno se je odzvalo 14 % 
celic (4/28) in pri 7 % (2/28) celic je bil zabeležen porast (Preglednica 8). 
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Slika 9: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z mešanico izoprenalina in fenilefrina v prisotnosti in 
odsotnosti DAB, inhibitorja razgradnje glikogena. (a-d) Reprezentativni (levo) in povprečni (desno) časovni 
potek sprememb v normaliziranem signalu mTFP/Venus glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo Laconic,  
FRET-nanosenzor za laktat, pred in po dodatku mešanice 200 μM izoprenalina in 100 μM fenilefrina (Iso + PE) 
v odsotnosti (a, b) in prisotnosti 300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (DAB; c, d). Učinkovine smo 
dodali pri času 300 s (siva črta). Porast v signalu mTFP/Venus pomeni porast v koncentraciji znotrajceličnega 
laktata, n je število celic. 
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Slika 10: Prisotnost DAB zmanjša porast v znotrajcelični koncentraciji laktata po draženju astrocitov v 
kulturi z mešanico izoprenalina in fenilefrina. Graf prikazuje povprečni časovni potek sprememb v 
normaliziranem signalu mTFP/Venus s pripadajočimi standardnimi napakami glede na bazno linijo v astrocitih, 
ki izražajo Laconic, FRET-nanosenzor za laktat, pred in po dodatku mešanice 200 μM izoprenalina in 100 μM 
fenilefrina (Iso + PE) v prisotnosti (+DAB) in odsotnosti 300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (DAB; -
DAB). Učinkovine smo dodali pri času 300 s (siva črta). Porast v signalu mTFP/Venus pomeni porast v 
koncentraciji znotrajceličnega laktata. 
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Slika 11: Razlike v amplitudi  signalov mTFP/Venus v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, 
po draženju z mešanico izoprenalina in fenilefrina v prisotnosti in odsotnosti DAB. Amplituda signalov 
mTFP/Venus po draženju z zunajcelično raztopino (Kontrola), mešanico 200 μM izoprenalina in 100 μM 
fenilefrina v odsotnosti (Iso + PE) in prisotnosti  300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (DAB; Iso + PE 
(DAB)). Amplitude signala mTFP/Venus so prikazane kot povprečje ± s. n. v odstotkih. Številke v stolpcih 
predstavljajo število vseh posnetih celic. Enosmerna ANOVA; Dunnov test (P<0,05): * označene statistično 
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Slika 12: Hitrosti porasta signala mTFP/Venus v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po 
draženju z mešanico izoprenalina in fenilefrina v prisotnosti in odsotnosti DAB. Hitrosti porasta signala 
mTFP/Venus po draženju z zunajcelično raztopino (Kontrola), mešanico 200 μM izoprenalina in 100 μM 
fenilefrina v odsotnosti (Iso + PE) in prisotnosti 300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (DAB;  Iso+PE 
(DAB)). Spremembe v hitrosti porasta signala mTFP/Venus so prikazane kot povprečje  ±  s. n. odstotka porasta 
signala mTFP/Venus v času (%/min). Številke v stolpcih predstavljajo število vseh posnetih celic. Enosmerna 
ANOVA; Dunnov test (P<0,05): *  označene statistično značilne razlike  glede na kontrolo. 
 
Preglednica 7: Povprečne amplitude in hitrosti porasta signala mTFP/Venus s pripadajočimi 
standardnimi napakami v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po dodatku mešanice 
izoprenalina in fenilefrina v prisotnosti in odsotnosti DAB 
Dražljaj Amplituda mTFP/Venus  (mTFP/Venus)/t N 
(%) (%/min) 
 
Kontrola 0,47 ± 0,19 0,08 ± 0,07 25 
Iso + PE   1,87 ± 0,28*   0,90 ± 0,24* 25 
Iso + PE (DAB) 1,06 ± 0,27 0,54 ± 0,25 28              
Kontrola, zunajcelična raztopina;  Iso, izoprenalin; PE, fenilefrin; DAB, 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol; n, 
število celic; t, čas; mTFP, zelenomodri fluorescenčni protein; Venus, rumeni fluorescenčni protein; 
mTFP/Venus, amplituda signala; (mTFP/Venus)/t, hitrost signala. Enosmerna ANOVA; Dunnov test 
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Preglednica 8: Odzivnost podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo FRET-nanosenzor Laconic, po 
dodatku mešanice izoprenalina in fenilefrina v prisotnosti in odsotnosti DAB 
Dražljaj 
 









Kontrola 4 (n=1) 8 (n=2) 0 88 (n=22) 
Iso + PE 48 (n=12) 4 (n=1) 0 48 (n=12) 
Iso + PE (DAB) 7 (n=2) 14 (n=4) 0 79 (n=22)    
Kontrola, zunajcelična raztopina; Iso, izoprenalin; PE, fenilefrin; DAB, 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol; n, 
število celic; t, čas. 
4.3 VPLIV ZAVIRANJA RAZGRADNJE GLIKOGENA NA KONCENTRACIJO 
CITOSOLNE GLUKOZE PO STIMULACIJI S FENILEFRINOM 
Astrocite, ki so izražali FLII12PGLU-700μ6, FRET-nanosenzor za D-glukozo, smo 
stimulirali s 100 μM PE, brez ali v prisotnosti inhibitorja glikogenolize DAB (300 μM). 
Poskusi so potekali, kot je opisano pri laktatnem nanosenzorju. S poskusom smo želeli 
ugotoviti, ali znotrajcelična prosta glukoza po aktivaciji α1-AR nastaja z razgradnjo 
glikogena. V predhodnih študijah je bilo pokazano, da prosta glukoza v astrocitih po aktivaciji 
AR z NA (Prebil in sod. 2011) delno nastaja preko glikogenskega obvoda. Po draženju -AR 
z Iso pa statistično značilnega porasta v koncentraciji proste glukoze glede na kontrolne 
poskuse nismo izmerili (neobjavljeno), zato poskusov z inhibitorjem razgradnje glikogena na 
teh celicah nismo izvedli. 
Slika 13 prikazuje porast v signalu FRET (EYFP/ECFP) po stimulaciji astrocitov s 100 μM 
PE (b, c) ter tudi 100 μM PE ob dodatku DAB (d, e). Stimulacija z zunajcelično raztopino (a, 
b) ne povzroči porasta signala, kar izključuje vpliv mehanskega dražljaja, proizvedenega s 
pipeto.  
Slika 14 prikazuje porast signala oziroma koncentracije proste citosolne D-glukoze po 
stimulaciji z 10 mM D-glukozo, s čimer smo preverjali funkcionalnost oz. pravilno izražanje 
nanosenzorja FLII12PGLU-700μ6 v celici. 
Slika 15 prikazuje, da PE izzove porast v signalu FRET oziroma koncentraciji citosolne 
glukoze v odsotnosti (21-kratni porast) in prisotnosti DAB (37-kratni porast). Amplituda 
signala EYFP/ECFP po draženju s PE je bila 2,62 ± 1,65 %, kar pa ni statistično značilno 
večje glede na kontrolo (0,12 ± 0,08 %; enosmerna ANOVA, Dunnov test, P>0,05; Studentov 
t-test P=0,13). Amplituda signala EYFP/ECFP po draženju s PE v prisotnosti DAB (4,44 ± 
2,14) je bila statistično značilno večja glede na kontrolo (enosmerna ANOVA; Dunnov test, 
P<0,05). Hitrost porasta signala EYFP/ECFP po draženju s PE je 1,17 ± 0,58 %/min, s PE v 
prisotnosti DAB pa 2,05 ± 1,02 % /min. Vrednosti sta statistično značilno večji od kontrole 
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(enosmerna ANOVA; Dunnov test, P<0,05). Ko smo naredili statistiko, smo opazili, da 
amplituda (enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05; Studentov t-test P=0,54) in hitrost 
(enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05; Studentov t-test P=0,52) porasta signala po 
draženju s PE v prisotnosti DAB nista statistično značilno večji v primerjavi z draženjem s 
PE, vendar se kaže trend, da sta oba parametra višja v poskusih, kjer je bil prisoten DAB.  
Vrednosti amplitud in hitrosti porasta signala EYFP/ECFP so prikazane v Preglednici 9. 
Preglednica 10 nam prikazuje odzivnost celic. Po stimulaciji s PE se je odzvalo 67 % celic 
(6/9) in 33 % (3/9) je bilo neodzivnih. Po stimulaciji s PE v prisotnosti DAB smo opazili 
porast pri 54 % (7/13) celic, padec pri 8 % (1/13) celic, neodzivnih je bilo 38 % celic (5/13).  
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Slika 13: Draženje podganjih astrocitov v kulturi s fenilefrinom v prisotnosti in odsotnosti DAB, 
inhibitorja razgradnje glikogena. (a–f) Reprezentativni (levo) in povprečni (desno) časovni potek sprememb v 
normaliziranem signalu EYFP/ECFP glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo FLII12PGLU-700μ6, FRET-
nanosenzor za glukozo, pred in po dodatku (a, b) zunajcelične raztopine (kontrola), 100 μM fenilefrina v (c, d) 
odsotnosti (PE) in (e, f) prisotnosti 300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (DAB; PE (DAB)). Učinkovine 
smo dodali pri času 300 s (siva črta). Porast v signalu EYFP/ECFP pomeni porast v koncentraciji citosolne 
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Slika 14: Draženje podganjih astrocitov v kulturi z glukozo povzroči porast znotrajcelične glukoze. 
Reprezentativni (a) in povprečni (b) časovni potek normaliziranega razmerja EYFP/ECFP glede na bazno linijo 
v astrocitih, ki izražajo nanosenzor FLII12PGLU-700μ6 po dodatku 10 mM D-glukoze (D-glukoza). 
Učinkovino smo dodali v času 150 s (siva črta). Porast v signalu EYFP/ECFP pomeni porast znotrajcelične 
koncentracije glukoze, n je število celic. 
 
Slika 15: Koncentracija glukoze poraste po dodatku fenilefrina v odsotnosti in prisotnost inhibitorja 
razgradnje glikogena DAB. Graf prikazuje povprečni časovni potek sprememb v normaliziranem signalu 
EYFP/ECFP s pripadajočimi standardnimi napakami glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo FLII12PGLU-
700μ6, FRET-nanosenzor za glukozo, pred in po dodatku 100 μM fenilefrina (PE) v odsotnosti (– DAB) in 
prisotnosti 300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (+ DAB). Učinkovine smo dodali pri času 300 s (siva 
črta). Porast v signalu EYFP/ECFP pomeni porast v koncentraciji citosolne glukoze. 
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Slika 16: Razlike v amplitudi signalov EYFP/ECFP v astrocitih, ki izražajo FRET nanosenzor 
FLII12PGLU-700μ6, po draženju s fenilefrinom v prisotnosti in odsotnosti DAB.  Amplituda signalov 
EYFP/ECFP po draženju z zunajcelično raztopino (kontrola) in 100 μM fenilefrinom (PE), 100 μM fenilefrinom 
v prisotnosti 300 μM DAB (PE (DAB)) in 10 mM D-glukozo (D-glukoza) v zunajcelični raztopini. Amplitude 
signala EYFP/ECFP so prikazane kot povprečje ± s. n. v odstotkih. Številke v stolpcih predstavljajo število vseh 
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Slika 17: Hitrosti porasta signala EYFP/ECFP v astrocitih, ki izražajo FRET nanosenzor FLII12PGLU-
700μ6, po draženju s fenilefrinom brez dodatka DAB in z njim. Histogram prikazuje hitrosti signalov 
EYFP/ECFP po draženju z zunajcelično raztopino (kontrola), 100 μM fenilefrinom (PE), 100 μM fenilefrinom v 
prisotnosti 300 μM DAB (PE (DAB)) in 10 mM D-glukozo (D-glukoza). Spremembe v hitrosti porasta signala 
FRET so prikazane kot povprečje ± s. n. odstotka porasta signala FRET v času (%/min). Številke v stolpcih 
predstavljajo število vseh posnetih celic. Enosmerna ANOVA; Dunnov test (P<0,05): * označene statistično 
značilne razlike glede na kontrolo. 
 
Preglednica 9: Povprečne amplitude in hitrosti porasta signala EYFP/ECFP s pripadajočimi 
standardnimi napakami  v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor FLII12PGLU-700μ6, po dodatku 
fenilefrina v prisotnosti in odsotnosti DAB 
Dražljaj Amplituda EYFP/ECFP (EYFP/ECFP)/t N 
(%) (%/min) 
 
Kontrola 0,12 ± 0,08 0,00 ± 0,00 10 
PE 2,62 ± 1,65 1,17 ± 0,58* 9 
PE (DAB)  4,44 ± 2,14* 2,05 ± 1,02* 13 
D-Glukoza 3,90 ± 0,38* 4,86 ± 1,16* 10     
PE, fenilefrin; DAB, 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol; n, število celic; t, čas; EYFP, rumeni fluorescentni 
protein; ECFP, zelenomodri fluorescentni protein; EYFP/ECFP, FRET signal;(EYFP/ECFP)/t, hitrost FRET 
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Preglednica 10: Odzivnost podganjih astrocitov v kulturi, ki izražajo FRET-nanosenzor FLII12PGLU-










Kontrola 0 0 0 100 (n=10) 
PE 67 (n=6) 0 0 33 (n=3) 
PE (DAB) 54 (n=7) 0 8 (n=1) 38 (n=5) 
D-glukoza 100 (n=10) 0 0 0     




Slika 18 prikazuje porast signala po stimulaciji s PE v prisotnosti in odsotnosti DAB za vse 
celice (levo) in pa samo za celice, ki so se odzvale s porastom signala FRET (desno). V 
primeru, kjer je prikazano povprečje samo odzivnih celic (b, d), je bolj očiten, statistično 
značilno večji porast (P<0,001) glede na kontrolo v signalu EYFP/ECFP v prisotnosti DAB. 
Takšne rezultate bi lahko razložili tako, da če je inhibirana razgradnja glikogena z DAB, je 
inhibirana tudi njegova sinteza (Walls in sod., 2008). Zaradi tega lahko pride do kopičenja 
proste glukoze in to zaznamo s pomočjo glukoznega senzorja, ki prepozna prosto glukozo 
brez vezanega fosfata.   
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Slika 18: Draženje podganjih astrocitov v kulturi s fenilefrinom v prisotnosti in odsotnosti DAB. Povprečni 
časovni potek sprememb v normaliziranem signalu EYFP/ECFP glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo 
FLII12PGLU-700μ6, FRET-nanosenzor za glukozo, pred in po dodatku 100 μM fenilefrina v (a, b) v odsotnosti 
(PE) in (c, d) prisotnosti 300 μM 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitola (DAB; PE (DAB)). Na levi strani (a, c) so 
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5.1 AGONISTI α1- IN β-ADRENERGIČNIH RECEPTORJEV INDUCIRAJO PORAST 
V ZNOTRAJCELIČNI KONCENTRACIJI L-LAKTATA V PODGANJIH 
ASTROCITIH V KULTURI  
Večina noradrenergičnih nevronov je skoncentriranih v LC in so edini vir noradrenalina (NA) 
za hipokampus in neokorteks (Stevens in sod., 2013). Glavna tarča adrenergične stimulacije iz 
LC so astrociti (Bekar in sod., 2008), ki izražajo na svoji površini α- in β-AR (Hertz in sod., 
2004). Ob sproščanju NA iz noradrenergičnih nevronov pride do sočasne stimulacije obeh 
tipov AR (Herzt in sod., 2010) in aktivacije Ca
2+
- in cAMP- signalne poti v astrocitu.  
Ker je adrenergična stimulacija astrocitov ključnega pomena za uravnavanje energetskega 
metabolizma, nas je zanimalo, kako vpliva na metabolizem glukoze in koncentracijo laktata. 
Uporabili smo laktatni FRET-nanosenzor Laconic za spremljanje znotrajcelične koncentracije 
L-laktata v posameznem astrocitu ob stimulaciji s PE, Iso in mešanico PE in Iso. PE z vezavo 
na α1-AR zviša Ca
2+ 
v celici (Slika 1; Muyderman in sod., 2001), medtem ko  izoprenalin z 
vezavo na β-AR zviša cAMP (Slika 2; Vardjan in sod., 2014, Horvat in sod., 2016). Znano je 
tudi, da stimulacija AR z NA in Iso zviša znotrajcelično koncentracijo L-laktata (Vardjan in 
sod.,  2018). Odzivnost celic je višja v primeru sočasne aktivacije α/β-AR z NA (90%) kot 
posamezne stimulacije β-AR z Iso (63%) (Vardjan in sod., 2018), kar nakazuje da sta oba tipa 
receptorjev pomembna za maksimalno produkcijo L-laktata v astrocitih. 
V skladu s predhodnim preliminarnimi meritvami (Muhič, 2015), smo zabeležili porast v 
znotrajcelični koncentraciji L-laktata ob stimulaciji α1-AR, β-AR, in sočasni aktivaciji obeh 
tipov AR hkrati. V naši raziskavi smo pokazali, da obstaja razlika v amplitudi odzivov po 
aktivaciji AR s selektivnimi agonisti posameznih AR in pa mešanici le-teh. Aktivacija α1-AR 
je povzročila večjo amplitudo v porastu L-laktata glede na β-AR, največjo amplitudo v 
porastu laktata pa smo opazili, če smo celice stimulirali z agonisti α1-AR in β-AR hkrati 
(Slika 4), kar je v skladu s predhodnimi rezultati (Muhič, 2015). Iz tega lahko sklepamo na 
sinergistično delovanje obeh tipov AR in da sta za maksimalno produkcijo laktata v procesu 
aerobne glikolize v astrocitih potrebni aktivaciji tako Ca
2+
- kot tudi cAMP-sinalne poti. 
Spremembi v koncentraciji znotrajceličnega L-laktata po stimulaciji α1-AR s PE in pa β-AR z 
Iso se statistično značilno ne razlikujeta, kar nam kaže na približno enak doprinos obeh tipov 
AR k nastanku L-laktata.  
Hitrost porasta v koncentraciji L-laktata po ločeni ali sočasni aktivaciji α1-AR in β-AR je bila 
podobna, kar kaže na to, da imata Ca
2+ 
in cAMP-signala pot podobne učinke na hitrost 
aerobne glikolize, kljub temu, da se po svoji kinetiki zelo razlikujeta. Aktivacija α1-AR 




ki sčasoma izginejo, medtem ko aktivacija 
β-AR sproži najmanj 10-krat počasnejši (100 s) perzistenten porast v znotrajcelični ravni 
cAMP (Horvat in sod., 2016). 
45 
 
Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




5.2 ZAVIRANJE RAZGRADNJE GLIKOGENA ZMANJŠA PRODUKCIJO L-
LAKTATA V PODGANJIH ASTROCITOV V KULTURI PO SOČASNI 
AKTIVACIJI α1- IN β-ADRENERGIČNIH RECEPTORJEV   
Glikogen in glikogen fosforilaza se v možganih primarno nahajata v astrocitih (Ibrahim, 
1975). Dosedanje biokemijske raziskave so pokazale da skoraj polovica glukoze, ki vstopi v 
celico, gre po poti ti. glikogenskeg obvoda (Walls in sod., 2008) To pomeni da skoraj 
polovica laktata nastane iz glukoze, ki se po vstopu v celico vgradi v glikogen in nato sprosti 
in metabolizira do laktata, ki ga astrocit izloči in lahko posreduje nevronom (Dringen in sod., 
1993; Walls in sod., 2008). Z novejšimi metodami z višjo časovno in prostorsko ločljivostjo, 
so Prebil in sodelavci (2011) pokazali da, NA z  vezavo na α- in β-AR zviša citosolno 
koncentracijo glukoze ter da zaviranje razgradnje glikogena z DAB statistično značilno 
zmanjša ta porast. V naši raziskavi smo uporabili laktatni FRET-nanosenzor Laconic za 
spremljanje znotrajcelične koncentracije L-laktata v posameznem astrocitu ob stimulaciji z 
mešanico PE in Iso v prisotnosti in odsotnosti DAB. 
 
S poskusi smo želeli raziskati, kolikšen delež laktata izhaja iz poti glikogenskega obvoda pri 
sočasni stimulaciji α1-AR in β-AR oz. sočasni aktivaciji Ca
2+
 in cAMP signalne poti v 
astrocitu. Rezultati so pokazali, da prisotnost inhibitorja glikogenolize DAB zmanjša 
amplitudo porasta laktata v astrocitih za 43% po sočasni stimulaciji obeh tipov AR. Ob 
stimulaciji v prisotnosti DAB se je odzvalo zgolj ~20 % celic, od tega je bilo 2/3 prehodnih 
odzivov, medtem ko je bila odzivnost celic v odsotnosti DAB ~50 %, kar pomeni, da se poleg 
amplitude porasta laktata zmanjša (2,5-krat) tudi odzivnost celic zaradi inhibicije aktivnosti 
glikogenskega obvoda. Čeprav je dolgo časa veljalo, da je glikogen zaloga energije, ki se 
porablja ob hiperglikemičnih pogojih, na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da  
dinamičen proces izgradnje in razgradnje glikogena poteka cel čas (fiziološki), ter da  je 
ravnovesje v izgradnji in razgradnji glikogena ključno za zagotavljanje dovolj laktata v 
možganih.  
5.3 ZAVIRANJE RAZGRADNJE GLIKOGENA ZVEČA PORAST KONCENTRACIJE 
PROSTE CITOSOLNE GLUKOZE V ASTROCITIH V KULTURI PO AKTIVACIJI 
α1-ADRENERGIČNIH RECEPTORJEV  
Nedavno je bilo pokazano, da pride v astrocitih po aktivaciji α-/-AR z neselektivnim 
agonistom NA do porasta znotrajcelične proste glukoze (Prebil in sod. 2011). Kakšen je vpliv 
aktivacije zgolj α1-AR na znotrajcelično koncentracijo proste glukoze pa je slabo raziskano.  
Pokazali smo, da stimulacija α1-AR s PE in s tem aktivacija Ca
2+
 signalne poti zviša citosolno 
koncentracijo glukoze, kar je v skladu s predhodnimi preliminarnimi meritvami (Muhič, 
2015). Odzivnost celic po aktivaciji α1-AR je bila v primeru glukoznega senzorja (67 %) 1,6-
krat višja kot pri laktatnem senzorju (43 %), kar nakazuje, da je Ca
2+
 signalna pot bolj 
vpletena v uravnavanje količine proste glukoze v citosolu (npr. preko vstopa proste glukoze v 
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citosol celice preko transporterjev GLUT v membrani astrocitov (Falkowska in sod., 2015) ali 
iz ER (Müller in sod., 2018)) kot pa v zagon aerobne glikolize in produkcijo L-laktata. 
Porast koncentracije proste glukoze po stimulaciji AR z NA v astrocitih v kulturi je delno 
odvisen od razgradnje glikogena, saj inhibicija razgradnje glikogena z DAB zmanjša porast v 
prosti glukozi po aktivaciji AR z NA (Prebil in sod., 2011). Zanimalo nas je, ali je nastanek 
proste glukoze tudi po aktivaciji samo α1-AR odvisen od aktivnega glikogenskega obvoda. 
Da bi to raziskali, smo uporabili inhibitor glikogenolize DAB, ki inhibira tako vgradnjo 
glukoze v glikogen kot tudi razgradnjo glikogena (Walls in sod., 2008). Rezultati nakazujejo 
na večjo amplitudo (1,7-krat; enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05; Studentov t-test 
P=0,54) in hitrost (1,8-krat; enosmerna ANOVA; Dunnov test, P>0,05; Studentov t-test 
P=0,52) porasta koncentracije proste glukoze po stimulaciji astrocitov z agonisti α1-AR v 
prisotnosti DAB glede na celice, ki niso bile tretirane z DAB, vendar pa so bili poskusi 
izvedeni na premajhnem številu celic, da bi to lahko z gotovostjo trdili. Da bi potrdili, da 
inhibicija glikogenskega obvoda po aktivaciji α1-AR s PE poveča porast v prosti glukozi, za 
razliko od neselektivne aktivacije α-/-AR z NA, kjer pride do zmanjšanja porasta glukoze pri 
inhibirani aktivnosti glikogenskega obvoda (Prebil in sod. 2011), bi bilo v prihodnje potrebno 
izvesti dodatne poskuse, kjer bi povečali število stimuliranih celic.  
Če predpostavimo da so rezultati potrjeni, se odpirata vprašanji 1) od kje izhaja merjena 
glukoza in 2) kaj je vzrok za večjo količino proste glukoze v astrocitih po aktivaciji α1-AR.  
Možno je, da izmerjena prosta glukoza v citosolu astrocitov po aktivaciji α1-AR izvira iz 
zunajceličnine ali ER (Müller in sod., 2018). Prosta glukoza namreč lahko vstopa v citosol 
celice preko membranskih glukoznih transporterjev GLUT1 (Falkowska in sod., 2015; Serlin 
in sod., 2015) in/ali GLUT4 (Falkowska in sod., 2015; Heni in sod., 2011) v plazemski 
membrani in membrani ER v astrocitih.  
Možno je, da prosta glukoza v citosolu nastaja tudi kot posledica razgradnje glikogena po 
aktivaciji α1-AR. Znano je, da v procesu z NA uravnavane glikogenolize pride do sproščanja 
glukoze-6-fosfat, ki lahko nato vstopi v glikolizo ali pentoza fosfatno pot, možno pa je, da se 
sproščena glukoza tudi defosforilira, v tem zadnjem primeru bi jo FRET-nanosenzor 
FLII12PGLU-700μ6 lahko zaznal (Frehr in sod., 2003; John in sod., 2008). Novejše 
raziskave so potrdile, da v ER astrocitov obstaja encim glukoza-6-fosfataza-β, ki lahko 
defosforilira glukozo-6-fosfat, ter da izguba tega encima zmanjša koncentracijo proste 
glukoze v celici (Müller in sod., 2018). Znanstveniki domnevajo da je vloga tega encima 
zagotavljanje prenosa proste glukoze iz perivaskularnih do perisinaptičnih izrastkov oz. iz 
krvi do sinaptične špranje, brez tega encima in poti bi se glukoza naprej metabolizirala. 
Možno je, da je aktivacija  α1-AR  inducirala sproščanje glukoza-6-fosfat iz glikogena in njen 
vstop v ER astrocita, kjer jo je encim glukoza-6-fosfataza-β defosforiliral (Ghosh in sod., 
2005). Takšna defosforilirana prosta glukoza bi se lahko nato sprostila iz ER, kar bi zaznali z 
našim senzorjem, predno bi skozi transporterje GLUT1 zapustila astrocit ali pa bi se ponovno 
fosforilirala v glukozo-6-fosfat in vstopila na primer v glikolizo.  
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Vzrok za večjo količino proste glukoze v prisotnosti inhibitorja glikogenskega obvoda DAB 
po aktivaciji α1-AR je najverjetneje blokada skladiščenja glukoze v glikogenu. Prosta glukoza 
po aktivaciji α1-AR zaradi blokade glikogenskega obvoda z DAB lahko izvira iz 
zunajceličnine (Falkowska in sod., 2015) ali ER (Müller in sod., 2018), kar bi bilo potrebno v 
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Aktivacija α1-AR ali β-AR, torej Ca
2+
- ali cAMP-signalne poti, zažene aerobno glikolizo in 
zviša koncentracijo L-laktata v astrocitu.  
Z α1-AR posredovana Ca
2+
-signalna pot in z β-AR posredovana cAMP-signalna pot v 
astrocitu delujeta sinergijsko pri presnovi glukoze do L-laktata, saj sočasna aktivacija obeh 
tipov AR poveča koncentracijo L-laktata v primerjavi z aktivacijo posameznega tipa AR. 
Inhibicija glikogenolize zmanjša tvorbo L-laktata po sočasni aktivaciji α1-AR in β-AR.  
Predvidevamo, da L-laktat, ki nastane po sočasni aktivaciji Ca
2+
 in cAMP signalne poti, delno 
nastaja iz glukoze, sproščene iz glikogena (preko glikogenskega obvoda). 
Aktivacija α1-AR in s tem Ca
2+
 signalne poti zviša citosolno koncentracijo proste glukoze v 
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Astrociti so številčne in zelo heterogene celice glije. Zaradi svojih lastnosti so vključeni v 
številne procese, ki so pomembni za homeostazo CŽS. Sodelujejo v sinaptičnem prenosu in 
procesiranju informacij, tvorbi spomina in razvoju živčevja, uravnavajo pretok krvi v žilah in 
homeostazo ionov ter z ostalimi celicami oblikujejo BBB. Razen omenjenih vlog astrociti tudi 
sodelujejo pri uravnavanju metabolizma v možganih, kar je tema naše raziskave. Za razliko 
od nevronov so astrociti električno nevzdražene celice. Informacijo prenašajo preko 
sekundarnih sporočevalcev (npr. Ca
2+
, cAMP), ki se sproščajo ob vezavi agonistov na 
receptorje, ki so povezani z G-proteini (citoplazemska vzdraženost). Na svoji membrani imajo 
AR (α1-AR, α2-AR, β-AR), ki so tarča noradrenergične stimulacije iz LC, jedra v 
možganskem deblu. Stimulacija AR z NA, ki ga sproščajo nevroni iz LC, vodi v aktivacijo 
Ca
2+
 in cAMP-signalne poti, kar sproži različne dogodke v celici. Pomembni dogodki so 
vezani na energetski metabolizem. Glavna metabolna pot glukoze v astrocitih je aerobna 
glikoliza, v katero glukoza vstopa lahko po poti glikogenskega obvoda, kar pomeni, da se 
glukoza po vstopu v celico najprej vgradi v glikogen in šele potem sprosti in metabolizira. V 
procesu aerobne glikolize se glukoza metabolizira preko piruvata do laktata. Po ANLSH 
astrociti pri povečani aktivnosti nevronov privzamejo glukozo iz krvi, jo presnovijo do 
laktata, katerega preko MCT posredujejo nevronom, ki ga porabijo kot vir energije. Vezava 
NA na AR sproži razgradnjo glikogena, aerobno glikolizo in nastanek L-laktata. Kakšna je 
vloga posameznega tipa AR in doprinos posamezne poti (Ca
2+ 
in cAMP) v uravnavanju 
aerobne glikolize in ali obstaja sinergija med tema dvema potema, je še neznano.  
S selektivnimi agonisti AR, PE in Iso smo stimulirali posamezne receptorje α1-AR in β-AR, 
ter potem merili koncentracijo L-laktata v posamezni celici v realnem času (tehnika FRET). 
Za merjenje znotrajcelične koncentracije L-laktata smo uporabili Laconic, FRET-nanosenzor, 
specifičen za L-laktat, ki smo ga s transfekcijo vnesli v celico. Meritve so potrdile naše 
hipoteze, da ob posamezni stimulaciji α1-AR z PE in β-AR z Iso pride do zvišanja 
znotrajcelične koncentracije L-laktata. Pokazali smo tudi, da obstaja sinergijski učinek obeh 
poti, ker smo ob sočasni stimulaciji α1-AR in β-AR zabeležili največjo amplitudo in hitrost 
porasta. Rezultati so tudi potrdili, da se del glukoze po vstopu v celico najprej vgradi v 
glikogen in šele potem presnavlja do laktata. Da bi to dokazali, smo celice stimulirali z 
mešanico PE in Iso v prisotnosti inhibitorja glikogenolize DAB, kar je statistično značilno 
zmanjšalo proizvodnjo L-laktata v celici.  
V drugem delu raziskave smo uporabili FRET-nanosenzor za glukozo ter merili citosolno 
koncentracijo proste glukoze po stimulaciji α1-AR s PE v prisotnosti in odsotnosti inhibitorja 
glikogenolize DAB. Predhodne raziskave so pokazale, da inhibicija glikogenskega obvoda z 
DAB ob stimulaciji AR z NA zmanjša porast proste citosolne glukoze (Prebil in sod., 2011). 
Z našimi poskusi smo želeli raziskati, ali je tudi porast glukoze po stimulaciji zgolj α1-AR 
odvisen od aktivnega glikogenskega obvoda. Pokazali smo, da stimulacija celic s PE v 
prisotnosti in odsotnosti DAB, zviša citosolno koncentracijo glukoze, vendar pa je bil v 
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primeru inhibicije glikogenskega obvoda porast v prosti glukozi večji, najverjetneje zaradi 




Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  





Adam S. A., Schnell O., Pöschl J., Eigenbrod S., Kretzschmar H. A., Tonn J. C., Schüller 
   U.2012. ALDH1A1 is a marker of astrocytic differentiation during brain development and  
   correlates with better survival in glioblastoma patients. Brain Pathology, 22, 7: 788–797 
 
Allen N. J., Eroglu C. 2017. Cell Biology of Astrocyte-Synapse Interactions. Neuron, 96, 3: 
   697–708 
 
Allen N. J., Barres B. A. 2009. Glia — more than just brain glue. Nature, 457: 675–677 
Araque A., Sanzgiri R. P., Parpura V., Haydon P. G. 1999. Astrocyte-induced modulation of 
   synaptic transmission.Canadaian journal of physiology and pharmacology, 77, 9: 699–706 
 
Barron C. C.,  Bilan P. J., Tsakiridis T., Tsiani E. 2016. Facilitative glucose transporters: 
   Implications for cancer detection, prognosis and treatment. Metabolism: clinical and 
   experimental, 65, 2: 124–139 
 
Barros L. F.2013. Metabolic signaling by lactate in the brain. Trends in Neurosciences, 36, 7:  
   396–404 
 
Bayraktar O. A., Fuentealba L. C., Alvarez-Buylla A., Rowitch D. H. 2015. Astrocyte 
   Development and Heterogeneity. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 7, 
   1:doi:  10.1101/cshperspect.a020362: 17 str. 
 
Bekar L. K., He W., Nedergaard M. 2008. Locus coeruleus alpha-adrenergic-mediated  
   activation of cortical astrocytes in vivo. Cerebral Cortex, 18, 12: 2789–2795 
   
Bélanger M., Allaman I., Magistretti P. J. 2011. Brain energy metabolism: focus on astrocyte- 
   neuron metabolic cooperation. Cell Metabolism, 14, 6: 724–738 
 
Bennett M. V. L., Contreras J. E., Bukauskas F. F., Sáez J. C. 2013. New roles for astrocytes: 
   Gap junction hemichannels have something to communicate. Trends in Neurosciences, 26, 
   11: 610–617 
 
Berg J., Hung Y. P., Yellen G. 2009. A genetically encoded fluorescent reporter of ATP: ADP 
   ratio. Nature methods, 6, 2: 161-166  
 
Bernardinelli Y., Randall J., Janett E., Nikonenko I., König S., Jones E. V., Flores C. 
   E., Murai K. K., Bochet C. G., Holtmaat A., Muller D. 2014. Activity-dependent structural 
   plasticity of perisynaptic astrocytic domains promotes excitatory synapse stability. Current 
   Biology, 24, 15: 1679–1688 
52 
 
Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  





Börner S., Schwede F., Schlipp A., Berisha F., Calebiro D., Lohse M. J., Nikolaev V. O.  
   2011. FRET measurements of intracellular cAMP concentrations and cAMP analog 
   permeability in intact cells. Nature protocols, 6, 4: 427–438 
 
Broussard J. A., Rappaz B., Webb D. J., Brown C. M. 2013. Fluorescence resonance energy 
   transfer microscopy as demonstrated by measuring the activation of the serine/threonine 
   kinase Akt. Nature Protocols, 8, 2: 265-281 
 
Brown A. M., Ransom B. R. 2007. Astrocyte glycogen and brain energy metabolism. Glia, 
   55, 12: 1263–1271 
 
Burchell A, Hume R. 1995. The glucose-6-phosphatase system in human development.    
   Hystology and hystopathology, 10, 4: 979–993 
 
Bushong E. A., Martone M. E., Jones Y. Z., Ellisman M. H. 2002. Protoplasmic astrocytes in 
   CA1 stratum radiatum occupy separate anatomical domains. Journal of Neuroscience, 22, 1:  
   183–192 
 
Cabezas R., Ávila M., Gonzalez J., El-Bachá R. S., Báez E., García-Segura L. M., Coronel J. 
   C. J., Capani F., Cardona-Gomez G. P., Barreto G. E. 2014. Astrocytic modulation of blood  
   brain barrier: perspectives on Parkinson’s disease. Frontiers in Cellular Neuroscience, 8, 
   doi: 10.3389/fncel.2014.00211: 11 str. 
 
Catus S. L., Gibbs M. E., Sato M., Summers R. J., Hutchinson D. S. 2011. Role of b- 
   adrenoceptors in glucose uptake in astrocytes using b-adrenoceptor knockout mice. British 




, Hörmann F., Frommer W. B. 2011. Dynamic imaging of glucose flux 
   impedance using FRET sensors in wild-type Arabidopsis plants. Journal of experimental  
   botany, 62, 7: 2411–2417 
 
Cruz N. F., Dienel G. A. 2002. High glycogen levels in brains of rats with minimal 
   environmental stimuli: implications for metabolic contributions of working astrocytes.  
   Journal of cerebral blood flow and metabolism: official journal of the International Society  
   of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 22, 12: 1476–1489 
 
Day R. N., Booker C. F., Periasamy A. 2008. Characterization of an improved donor 
   fluorescent protein for Förster resonance energy transfer microscopy. Journal of 




Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




Dimou L., Gallo V. 2015. NG2-glia and their functions in the central nervous system. Glia, 
   63, 8: 1429-1451 
 
Dringen R., Gebhardt R., Hamprecht B. 1993. Glycogen in astrocytes: possible function as 
   lactate supply for neighboring cells. Brain research, 623, 2: 208–214 
 
Dulamea AO. 2017. The contribution of oligodendrocytes and oligodendrocyte progenitor 
   cells to central nervous system repair in multiple sclerosis: perspectives for remyelination 
   therapeutic strategies. Neural Regeneration Research, 12, 12: 1939–1944 
 
Eugenin E. A., Basilio D., Saez J. C., Orellana J. A., Raine C. S., Bukauskas F. 2012. The role 
   of gap junction channels during physiologic and pathologic conditions of the human central  
   nervous system. Journal of Neuroimmune Pharmacology, 7, 3: 499–518 
 
Eugenin-von Bernhardi J., Dimou L. 2016. NG2-glia, More Than Progenitor Cells. Glial Cells 
   in Health and Disease of the CNS, Advances in Experimental Medicine and Biology, 949: 
   27-45 
 
Falkowska A., Gutowska I., Goschorska M., Nowacki P., Chlubek D., Baranowska-Bosiacka 
   I.2015. Energy Metabolism of the Brain, Including the Cooperation between Astrocytes  
   and Neurons, Especially in the Context of Glycogen Metabolism. International Journal of  
   Molecular Sciences, 16, 11: 25959–25981 
 
Fehr M., Lalonde S., Lager I., Wolff M. W., Frommer W. B. 2003. In vivo imaging of the 
   dynamics of glucose uptake in the cytosol of COS-7 cells by fluorescent nanosensors. The 
   Journal of biological chemistry, 278, 21: 19127–19133 
 
Förster T. 1948. Intermolecular Energy Migration and Fluorescence (Zwischenmolekulare 
    Energiewanderung und Fluoreszenz). Annals of Physics, 2: 55–75 
 
Ghosh A., Cheung Y. Y., Mansfield B. C., Chou J. Y. 2005. Brain contains a functional 
   glucose-6-phosphatase complex capable of endogenous glucose production. Journal of  
   biological chemystry, 280, 12: 11114–11119 
 
 Halestrap A. P. 2012. The monocarboxylate transporter family-Structure and functional 
   characterization.IUBMB life, 64, 1: 1–9 
 
Held P. 2005. An Introduction to Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 
   Technology and its Application in Bioscience https://www.biotek.com/resources/white- 
   papers/an-introduction-to-fluorescence-resonance-energy-transfer-fret-technology-and-its- 
   application-in-bioscience/ (15. 7. 2018) 
54 
 
Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  





Heni M., Hennige A. M., Peter A., Siegel-Axel D., Ordelheide A. M., Krebs N., Machicao F., 
   Fritsche A., Haring H. U., Staiger H. 2011. Insulin promotes glycogen storage and cell 
   proliferation in primary human astrocytes. PloS one, 6, 6:e21594, doi: 
   10.1371/journal.pone.0021594: 8 str.  
 
Hertz L. 2006. Glutamate, a neurotransmitter-and so much more. A synopsis of Wierzba  
   III. Neurochemistry International, 48: 416–425 
 
Hertz L., Dienel A. G. 2002. Energy metabolism in the brain. International Review of 
   Neurobiology, 51: 1–102 
 
Hertz L., Chen Y., Gibbs M. E., Zang P., Peng L. 2004. Astrocytic adrenoceptors: a major 
   drug target in neurological and psychiatric disorders? Current drug targets. CNS and  
   neurological disorders, 3, 3: 239–267  
 
Horvat A., Zorec R., Vardjan N. 2016. Adrenergic stimulation of single rat astrocytes results  
   in distinct temporal changes in intracellular Ca (2+) and cAMP-dependent PKA responses.  
   Cell Calcium, 59, 4: 156–163 
 
Hung Y. P., Albeck J. G., Tantama M., Yellen G. 2011. Imaging cytosolic NADH-NAD (+) 
   redox state with a genetically encoded fluorescent biosensor. Cell Metabolism, 14, 4:545- 
   554.Ibrahim M. Z. 1975. Glycogen and its related enzymes of metabolism in the central 
   nervous system. Advances in anatomy, embriology and cell biology. 52, 1:3-89 
 
Immamura H., Nhat K. P., Togawa H., Saito K., Lino R., Kato Yamanda Y. Nagai T. Noji H. 
   2009. Visualization of ATP levels inside single living cells with fluorescence resonance  
   energy transfer-based genetically encoded indicators. Proceedings of the National Academy 
   of Sciences of the United States of America, 106, 37: 15651-15656 
 
Jares-Erijman E. A., Jovin T. M. 2003. FRET imaging. Nature biotechnology, 21, 11: 1387– 
   1395 
Jäkel S., Dimou L. 2017. Glial Cells and Their Function in the Adult Brain: A Journey 
   through the History of Their Ablation. Frontiers in Neuroscience, 11:24, 






Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




John S. A., Ottolia M., Weiss J. N., Ribalet B. 2008. Dynamic modulation of intracellular 
   glucose imaged in single cells using a FRET-based glucose nanosensor. Pflügers Archiv- 
   European Journal of Physiology, 456, 2: 307–322 
 
Kreft M., Stenovec M., Rupnik M., Grilc S., Krzan M., Potokar M., Pangrsic T., Haydon P.  
   G.,  Zorec R. 2004. Properties of Ca (2+) -Dependent Exocytosis in Cultured Astrocytes.  
   Glia, 46, 4: 437–455 
 
Kreft M., Bak L. K., Waagepetersen H. S., Schousboe A. 2012. Aspects of Astrocyte Energy  
   Metabolism, Amino Acid Neurotransmitter Homoeostasis and Metabolic Compartmentation. 
   Asn Neuro, 4, 3: 187–199 
  
Lauritzen K. H., Morland C., Puchades M., Holm-Hansen S., Hagelin E. M., Lauritzen F., 
   Attramadal H., Storm-Mathisen J., Gjedde A., Bergersen L. H. 2014. Lactate Receptor Sites 
   Link Neurotransmission, Neurovascular Coupling, and Brain Energy Metabolism. Cerebral  
   Cortex, 24, 10: 2784–2795 
 
Liddelow, S. A., Guttenplan, K. A., Clarke, L. E., Bennett, F. C., Bohlen, C. J., Schirmer,  
   Bennett M. L., Münch A. E., Chung W. S., Peterson T. C., Wilton D. K., Frouin A., Napier 
   B. A., Panicker N., Kumar M., Buckwalter M. S., Rowitch D. H., Dawson V. L., Dawson T. 
   M., Stevens B., Barres B. A. 2017. Neurotoxic reactive astrocytes are induced by activated 
   microglia, Nature, 541, 7638: 481–487 
 
Mächler P., Wyss M. T., Elsayed M., Stobart J., Gutierrez R., von Faber-Castell A., Kaelin 
   V., Zuend M., San Martín A., Romero-Gómez I., Baeza-Lehnert F., Lengacher  
   S., Schneider B. L., Aebischer P., Magistretti P. J., Barros L. F., Weber B. 2016. In Vivo 
   Evidence for a Lactate Gradient from Astrocytes to Neurons. Cell Metabolism, 23, 1: 94– 
   102 
 
MacVicar B. A., Newmann E. A. 2015. Astrocyte regulation of blood flow in the brain. Cold 
   Spring Harbor Perspectives in Biology, 7, doi:10.1101/cshperspect.a020388: 15 str. 
 
Magistretti P. J., Allaman I. 2018. Lactate in the brain: from metabolic end-product to 
   signalling molecule. Nature Reviews Neuroscience, 19, 4: 235–249 
 
Mosienko V., Teschemacher A. G., Kasparov S. 2015. Is L-lactate a novel signaling molecule 
   in the brain? Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 35, 7: 1069–1075 
 
Mueckler M., Thorens B. 2013. The SLC2 (GLUT) family of membrane transporters. 





Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




Muhič M. 2015. Vpliv zunajceličnih signalnih molekul na presnovo glukoze v astrocitih.  
   Doktorska disertacija. Ljubljana: Biotehniška fakulteta: 67 str. 
 
Muyderman H., Angehangen M., Sandberg M., Björklund U., Olsson T., Hansson E., Nilsson 
   M. 2001. Alpha 1-adrenergic modulation of metabotropic glutamate receptor-induced 
   calcium oscillations and glutamate release in astrocytes. The journal of biological  
   chemistry, 276, 49: 46504- 46514 
 
Nikolaev V. O., Bünemann M., Hein L., Hannawacker A., Lohse M. J. 2004. Novel single 
   chain cAMP sensors for receptor-induced signal propagation. The Joutnal of biological 
   chemistry, 2 79, 36: 37215-37218 
 
San Martín A., Ceballo S., Baeza-Lehnert F., Lerchundi R., Valdebenito R., Contreras-Baeza 
   Y., Barros F., Alegria K. 2014. Imaging Mitochondrial Flux in Single Cells with a FRET 
   Sensor for Pyruvate.PLoS One, 9, doi: 10.1371/journal.pone.0085780: 9 str. 
 
Oberheim N. A., Wang X., Goldman S., Nedergaard M. 2006. Astrocytic complexity 
   distinguishes the human brain. Trend sin Neurosciences, 29, 10: 547–553 
 
Olsen, M. L., Khakh, B. S., Skatchkov, S. N., Zhou, M., Lee, C. J., & Rouach, N. 2015. New 
   Insights on Astrocyte Ion Channels: Critical for Homeostasis and Neuron-Glia Signaling. 
   Journal of Neuroscience, 35, 41: 13827–13835 
 
Oschmann F., Mergenthaler K., Jungnickel E., Obermayer K. 2017. Spatial separation of two 
   different pathways accounting for the generation of calcium signals in astrocytes.PLoS 
   computational biology, 13, doi: 10.1371/journal.pcbi.1005377: 25 str. 
 
Pellerin L., Magistretti P. J. 1994. Glutamate uptake into astrocytes stimulates aerobic 
   glycolysis: a mechanism coupling neuronal activity to glucose utilization. Proceedings of  
   the National Academy of Sciences of the United States of America. 91, 22: 10625–10629 
 
Pellerin L., Stolz M., Sorg O., Martin J. L., Deschepper C. F., Magistretti P. J. 1997. 
   Regulation of energy metabolism by neurotransmitters in astrocytes in primary culture and  
   in an immortalized cell line. Glia, 21, 1: 74–83 
 
Pfeiffer T., Schuster S., Bonhoeffer S. 2001. Cooperation and competition in the evolution of  
   ATP-producing pathways. Science. 292, 5516: 504–507 
 
Phantanani H., Maniatis T. 2015. Astrocytes in neurodegenerative disease. Cold Spring 




Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




Pierre K., Pellerin L. 2005. Monocarboxylate transporters in the central nervous system: 
   distribution, regulation and function. Journal of Neurochemistry, 94, 1: 1–14 
 
Pocock J. M., Piers T. M. 2018. Modelling microglial function with induced pluripotent stem 
   cells: an update. Nature reviews. Neuroscience, 19, 8: 445–452 
 
Prebil M., Jensen J., Zorec R., Kreft M. 2011. Astrocytes and Energy Metabolism. Archives of 
   Physiology and Biochemistry, 117, 2: 64–69 
 
Purves D. 2012. Neuroscience. 5
th
 ed. Massachusetts, Sinauer Associates, Inc.: 759 str. 
 
Riske L,, Thomas R. K., Baker G. B., Dursun S. M. 2017. Lactate in the brain: an update on 
   its relevance to brain energy, neurons, glia and panic disorder. Therapeutic advances in 
   psychopharmacology, 7, 2: 85-89 
 
Roach P. J. 2015. Glycogen phosphorylation and Lafora disease. Molecular Aspects of 
   Medicine, 46: 78–84 
 
Rose E. M., Koo J. C., Antflick J. E., Ahmed S. M., Angers S., Hampson D. R. 2009. 
   Glutamate transporter coupling to Na K-ATPase. Journal of neuroscience, 29, 25: 8143- 
   8155 
 
Salm A. K., McCarthy K. D. 1990. Norepinephrine-evoked calcium transients in cultured 
   cerebral type 1 astroglia. Glia, 3, 6: 529–538 
 
San Martín A., Ceballo S., Ruminot I., Lerchundi R., Frommer W. B., Barros L. F. 2013. A 
   Genetically Encoded FRET Lactate Sensor and Its Use To Detect the Warburg Effect in 
   Single Cancer Cells. PLoS ONE, 7: doi:10.1371/journal.pone.0057712: 27 str. 
 
Sekar R. B., Periasamy A. 2003. Fluorescence resonance energy transfer (FRET) microscopy 
   imaging of live cell protein localizations. The Journal of cell biology, 160, 5: 629–633 
 
Serlin Y., Shelef I., Knyazer B., Friedman A. 2015. Anatomy and physiology of the blood– 
   brain barrier. Seminars in Cell & Developmental Biology, 38: 2–6 
 
Simard M., Nedergaard M. 2004. The neurobiology of glia in the context of water and ion 
   homeostasis. Neuroscience, 129, 4: 877–896 
 
Shrestha D., Jenei A., Nagy P., Vereb G., Szollosi J. 2015. Understanding FRET as a Research  





Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  




Sofroniew M. V., Vinters H. W. 2010. Astrocytes: Biology and Pathology. Acta 
   Neuropathologica, 119, 1: 7–35 
 
Steinman M. Q., Gao V., Alberini C. M. 2016. The Role of Lactate-Mediated Metabolic 
   Coupling between Astrocytes and Neurons in Long-Term Memory Formation. Frontiers in 
   Integrative Neuroscience, 10:10, doi:  10.3389/fnint.2016.00010: 14 str. 
 
Steer M. L. 1975. Adenyl cyclase.Annals of Surgery,182, 5: 603–609 
 
Stevens R. D., Sharshar T., Wesley Ely E. 2013. Brain disorders in critical illness: 
   Mechanisms, Diagnosis and Treatment. 1
st
 ed. Cambridge University Press: 456 str. 
 
Strosberg A. D. 1993. Structure, function, and regulation of adrenergic receptors. Protein 
   Science : A Publication of the Protein Society, 2, 8: 1198–1209 
 
Takanaga H., Chaudhuri B., Frommer W. B. 2008. GLUT1 and GLUT9 as major contributors 
   to glucose influx in HepG2 cells identified by a high sensitivity intramolecular FRET 
   glucose sensor. Biochimica at Biophysica acta, 1778, 4: 1091–1099 
 
Uldry M., Ibberson M., Hosokawa M., Thorens B. 2002. GLUT2 is a high affinity 
   glucosamine transporter. FEBS letter, 524, 1-3: 199–203 
 
Vardjan N., Kreft M., Zorec R. 2014. Dynamics of β-adrenergic/cAMP Signaling and 
   Morphological Changes in Cultured Astrocytes. Glia, 62, 4: 566–579  
 
Vardjan N.,  Chowdhury H. H.,  Horvat A., Velebit J., Malnar M., Muhič M., Kreft M., 
   Krivec G. Š., Bobnar S. T., Miš K., Pirkmajer S., Offermanns S., Henriksen G., Storm- 
   Mathisen J.,  Bergersen L. H., Zorec R. 2018. Enhancement of Astroglial Aerobic 
   Glycolysis by Extracellular Lactate-Mediated Increase in cAMP. Frontiers in Molecular 
   Neuroscience, 11:148. doi:10.3389/fnmol.2018.00148: 15 str. 
 
Vardjan N., Zorec R. 2015. Excitable Astrocytes: Ca (2+) - and cAMP-Regulated Exocytosis. 
   Neurochemical Research, 40, 12: 2414–2424 
 
Vardjan N., Zorec R. 2017. Noradrenergic Signaling and Astroglia, 1
st
 ed. Academic Press: 
   342 str. 
 
Verkhratsky A. 2009. Filming the glial dreams: real-time imaging of cannabinoid receptor 
   trafficking in astrocytes. ASN Neuro, 1, 5: e00023, doi:10.1042/AN20090049: 2 str. 
 
Vijay N., Morris M. E. 2014. Role of monocarboxylate transporters in drug delivery to the 
   brain. Current pharmaceutical design. 20, 10: 1487–1498 
59 
 
Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  





von Bartheld C. S., Bahney J., Herculano-Houzel S. 2016. The Search for True Numbers of 
   Neurons and Glial Cells in the Human Brain: A Review of 150 Years of Cell Counting. The 
   Journal of Comparative Neurology, 524, 18: 3865–3895 
 
Wagner W., Kania K. D., Blauz A., Ciszewski W. M. 2017. The lactate receptor 
   (HCAR1/GPR81) contributes to doxorubicin chemoresistance via ABCB1 transporter up- 
   regulation in human cervical cancer HeLa cells. Journal of physiology and pharmacology:  
   an official journal of the Polish Physiological Society, 68, 4: 555–564 
 
Walls A. B, Sickmann H. M., Brown A., Bouman S. D., Ransom B., Schousboe 
   A., Waagepetersen H. S. 2008. Characterization of 1,4-dideoxy-1,4-imino-d-arabinitol 
   (DAB) as an inhibitor of brain glycogen shunt activity. Journal of Neurochemistry, 105, 4: 
   1462–1470 
 
Walls A. B., Heimbürger C. M., Bouman S. D., Schousboe A., Waagepetersen H. S. 2009. 
   Robust glycogen shunt activity in astrocytes: Effects of glutamatergic and adrenergic 
   agents. Neuroscience, 158, 1: 284–292 
 
Wang D. D., Bordey A. 2008. The astrocyte odyssey. Progress in neurobiology, 86, 4: 342– 
   367 
 
Yang W., Wu Q., Yuan C., Gao J., Xiao M., Gu M., Ding J., Hu G. 2012. Aquaporin-4 
   mediates astrocyte response to β-amyloid. Molecular and Cellular Neuroscience, 49, 4: 
   406–414 
 
Zhao Y., Jin J., Hu Q., Zhou H. M., Yi J., Yu Z., Xu L., Wang X., Yang Y., Loscalzo, J. 
   2011. Genetically encoded fluorescent sensors for intracellular NADH detection. Cell 
   metabolism, 14,4: 555-66 
 
Zorec R., Horvat A., Vardjan N., Verkhratsky A. 2015. Memory Formation Shaped by 
   Astroglia. Frontiers in integrative neuroscience, 9:56, doi: 10.3389/fnint.2015.00056.  
   eCollection 2015: 7 str. 
 
  
Opačak E. Vpliv cAMP in kalcija na metabolizem glukoze v kulturi podganjih astrocitov po aktivaciji adrenergičnih receptorjev.  





Zahvalila bi se mentorici, doc. dr. Nini Vardjan, in še posebej delovni mentorici dr. Anemari 
Horvat, za usmerjanje, napotke in popravke. Hvala za potrpežljivost, dostopnost in vso pomoč 
v celotnem času nastajanja magistrske naloge. 
Hvala tudi vsem sodelavcem, ki so mi pripomogli pri delu. 
Hvala moji družini in partnerju Denniu za ljubezen in podporo. 
 
 
 
 
 
